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SUMMARY
The genome of influenza A virus consists of a set of eight single stranded RNA
molecules of negative polarity. These RNAs encode 11 viral different proteins. Their
replication and transcription take place in the nucleus of infected cells using viral
ribonucleoprotein complexes (RNPs) as templates. Two of the viral primary transcripts,
can be spliced and lead to the expression of two alternative protein products (M1 and
M2 from RNP 7; NS1 and NEP from RNP 8). NS1 is a non structural protein that is
located in the nucleus at early times post infection and it is also present in the
cytoplasm, associated to polysomes, at late times. It is an RNA binding protein that
functions as an antagonist of interferon induction during the infection. A number of
previous studies have suggested that NS1 is an important viral factor that regulates the
viral and cellular gene expression. NS1 is implicated in the mRNA splicing and nucleo-
cytoplasmic transport as well as the stimulation of viral mRNA translation. All of these
functions are the result of the interactions of NS1 not only with viral but also with
cellular RNAs and proteins.
To study the splicing and nucleo-cytoplasmic transport of viral transcripts we set
up a transient in vivo system, in which RNP 8 is replicated and transcribed by the
activity of recombinant RNA and proteins. The encoded NS1 protein inhibits the
splicing of its collinear transcript. This regulation is mediated by the N-terminal region
of the protein but does not involve its RNA-binding activity. We also show that NS1
protein preferentially blocks the nucleo-cytoplasmic transport of the collinear RNP 8
transcript in an RNA-binding dependent manner.
To study the NS1 functions during viral infection the phenotype of an influenza
recombinant virus (11C) with point mutations in NS1 protein was analized. Mutant 11C
contained 3 mutations that led to amino acid exchanges, V18A, R44K and S195P. This
virus is a temperature sensitive so the experiments had been made at both premissive
(32º C) and restrictive (39º C) temperatures. The transcription, replication, viral gene
expression and viral particle formation was analized. These studies have shown that the
function affected in 11C mutant is required late in the infection and suggest a role for
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1. ELVIRUS DE LA GRIPE.
1.1. Historia.
La gripe es una enfermedad respiratoria aguda, altamente contagiosa, que parece
haber afectado al ser humano desde tiempos inmemorables. No resulta difícil encontrar
en documentos históricos anotaciones de la aparición repentina de enfermedades
respiratorias que persisten durante unas pocas semanas y desaparecen con la misma
rapidez con la que aparecieron. Así, una de las primeras citas de una posible epidemia
gripal fue realizada por Hipócrates en el año 412 A.C. Posteriormente ha habido
numerosos episodios de gripe en la Edad Media, y por supuesto en la época moderna.
Si bien la gripe ha causado millones de muertos a lo largo de los siglos, la
pandemia de 1918 (La Gripe Española) fue una de las más graves. Se calcula que
murieron entre 20 y 40 millones de personas en todo el mundo. Esta gran mortalidad
aceleró las investigaciones con el objetivo de identificar el agente causal de la
enfermedad. A comienzos de los años 30, Richard E. Shope sugirió que el agente causal
de la gripe debía ser un virus ya que podía transmitirse a través de filtros (Shope, 1931).
En 1933, Wilson Smith, Sir Christopher Andrewes y Sir Patrick Laidlaw realizaron el
primer aislado de un virus de la gripe a partir de una persona infectada (Smith, 1933).
Desde aquel primer aislado hasta hoy en día, son miles los estudios que se han
realizado con el objetivo de profundizar en el conocimiento de la biología del virus y de
obtener un antiviral o vacuna eficaces contra el mismo. Todos estos trabajos han
contribuido en mayor o menor medida al conocimiento que se tiene de la enfermedad en
sí y de su agente etiológico: el Virus Influenza.
1.2. Clasificación y nomenclatura.
El virus de la gripe pertenece a la familia Orthomyxoviridae dentro del grupo V de
la clasificación de Baltimore (Baltimore, 1971). Mientras que el nombre de la familia
proviene de su capacidad hemaglutinante o de unión a mucus (del griego myxo), el
nombre del género influenza (en latín influentia) significa epidémico y fue utilizado
originalmente por relacionar el origen de epidemias con influencias astrológicas.
La familia Orthomyxoviridae incluye varios géneros: Influenzavirus A, que infecta
humanos, otros mamíferos y una gran variedad de aves; influenzavirus B, que
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únicamente infecta humanos; influenzavirus C, que infecta humanos, perros y cerdos;
Thogoto-like virus que incluye los virus Thogoto y Dhori; y el género Isavirus, con el
virus de la anemia del salmón como principal exponente. Todos los miembros de la
familia son virus con envuelta lipídica y presentan un genoma segmentado formado por
moléculas de RNA de cadena sencilla y polaridad negativa.
Los géneros A, B y C se distinguen entre sí por las diferencias antigénicas
presentes en las moléculas de nucleoproteína (NP) y en la proteína mayoritaria de la
matriz, M1. Además, los influenzavirus tipo A se dividen en subtipos basándose en la
naturaleza antigénica de las glicoproteínas hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA).
En cuanto a su nomenclatura, incluye el hospedador de origen, la localización
geográfica del aislado, el número de cepa y el año de aislamiento. La descripción
antigénica de la hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA) viene dado entre paréntesis,
pe: A/Swine/Iowa/15/30 (H1N1). Por convención, cuando el hospedador de origen es el
ser humano no se incluye, pe: A/Victoria/3/75 (H3N2).
A lo largo de esta memoria, únicamente se va a hacer referencia a cepas de virus
tipo A ya que son las que afectan con mayor gravedad a las personas y constituyen el
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Figura 1. La partícula viral. Panel A. Micrografía de viriones purificados obtenida por
microscopía electrónica. Panel B. Representación esquematizada de la partícula viral donde se
indican las proteínas estructurales del virus. Las proteínas no estructurales se muestran en un
recuadro en el lado superior izquierdo del panel.
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1.3. La partícula viral.
Las partículas del virus de la gripe presentan una morfología pleiomórfica aunque
con tendencia a adquirir formas esféricas, ovaladas o filamentosas según la cepa y el
tipo de célula hospedadora (Horne et al., 1960; Hoyle et al., 1961). Tienen un diámetro
comprendido entre 80 y 120 nm y como ya se ha dicho anteriormente, presentan una
envuelta lipídica que deriva de la membrana plasmática de las células infectadas
(Compans and Chopin, 1975).
1.3.1. El genoma y los RNAs virales presentes en la célula infectada.
El virus de la gripe A presenta un genoma segmentado formado por 8 moléculas
de RNA de cadena sencilla y polaridad negativa (Inglis et al., 1976). El genoma
completo comprende alrededor de 13500 nucleótidos, según la cepa, y codifica un total
de 11 proteínas. Cada segmento da lugar a una única proteína excepto los segmentos 2,
7 y 8 que codifican dos proteínas cada uno como se describe más adelante.
Durante la infección por el virus de la gripe se pueden encontrar 3 tipos de RNAs
virales distintos, que se generan por la actividad del complejo transcriptasa-replicasa
viral (Figura 2):
RNA genómico o viral (vRNA): Es el RNA viral propiamente dicho, por lo tanto
de cadena sencilla y polaridad negativa. Es el RNA que se encapsida en forma de
ribonucleoproteínas o RNPs durante la formación de la progenie viral. Presenta un
extremo 5´ trifosfato y un 3´-OH (Young and Content, 1971). Además, contiene
secuencias cortas en ambos extremos, de 13 nucleótidos en 5´ y 12 en 3´, que no sólo
están presentes en todos los segmentos sino que se conservan invariables a lo largo de
todas las cepas de tipo A (Desselberger et al., 1980), excepto en la posición 4 donde
puede haber un cambio de uridina (U) a citosina (C). Debido a que dichas secuencias
son parcialmente complementarias e invertidas forman una estructura en mango de
sartén o panhandle que conforma el promotor para los procesos de transcripción y
replicación del RNA viral (Hsu et al., 1987). La polimerasa viral interacciona con el
panhandle, mientras que el resto del RNA está cubierto por monómeros de
nucleoproteína (NP) (Klumpp et al., 1997) formando las ribonucleoproteínas virales o
vRNPs (Martín-Benito et al., 2001; Tiley et al., 1994). Cerca del extremo 5´ se
encuentra la señal de poliadenilación formada por un tramo corto de 5 a 7 U (Luo et al.,
1991).
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RNA complementario (cRNA): Es un RNA de polaridad positiva con una longitud
idéntica al vRNA ya que es complementario a éste. Se genera como consecuencia del
proceso de replicación viral en el que participa de forma activa constituyendo el
intermediario replicativo necesario para la síntesis de nuevas moléculas de vRNA. Al
igual que el vRNA siempre se encuentra en forma de cRNPs, que a diferencia de las
vRNPs nunca se exportan fuera del núcleo de la célula (Shapiro et al., 1987).
RNA mensajero (mRNA): Al igual que el cRNA, es un RNA de polaridad positiva
pero de menor longitud que éste. Se genera como consecuencia del proceso de
transcripción viral y nunca se encuentra acomplejado con moléculas de NP. En su
extremo 5´ presenta una estructura cap tipo I que deriva de pre-mRNAs celulares (Krug
et al., 1979) y en el extremo 3´ una secuencia poly (A) de longitud variable. Estas dos
modificaciones hacen que los mRNAs virales sean estructuralmente indistinguibles de
los celulares.
1.3.2. Las proteínas virales.
Como ya se ha dicho anteriormente, el virus codifica un total de 11 proteínas., de














Figura 2. RNAs virales presentes en la célula infectada. Se representan los tres tipos de
RNAs que se pueden encontrar en las células infectadas por el virus de la gripe: vRNA, cRNA
y mRNA. Se muestran los extremos 3´ y 5´ del vRNA y cRNA que están conservados a lo largo
de todos los segmentos, así como la estructura cap tipo I del mRNA viral. Se indican también
los procesos de replicación y transcripción.
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En la envuelta lipídica del virión se encuentran ancladas las dos glicoproteínas del
virus: la hemaglutinina (HA) y la neuraminidasa (NA). La HA forma un homotrímero
que interacciona con el ácido siálico presente en la membrana celular para permitir la
entrada del virus (Weis et al., 1988). Además, gracias a un cambio conformacional en su
estructura permite la fusión de la envuelta del virus y la membrana lisosomal. En cuanto
a la NA, es un homotetrámero (Colman et al., 1983; Varghese et al., 1983) cuya función
es eliminar el ácido siálico presente en las glicoproteínas de la membrana celular,
permitiendo así la liberación de los nuevos viriones al espacio extracelular y evitando su
agregación. Dentro de los virus tipo A se han descrito 16 subtipos de HA y 9 de NA. La
combinación de los distintos subtipos determina la gran variabilidad presente dentro de
los virus tipo A, y afecta también el rango de hospedador, así como la patogenicidad y
virulencia de las distintas cepas (Yamada et al., 2006). Además de estas dos
glicoproteínas y también anclada en la envuelta del virus, se encuentra la proteína M2
que está presente en forma de homotetrámero (Holsinger and Lamb, 1991). Forma
canales iónicos (Pinto et al., 1992) y su actividad es de gran importancia para la correcta
infectividad de las partículas virales.
Inmediatamente por debajo de la envuelta lipídica se encuentra la matriz
estructural del virión que está formada por dos proteínas, M1 y NEP. La proteína M1 es
la más abundante del virión y constituye un antígeno específico de tipo muy importante.
Interacciona tanto con los tallos citoplasmáticos de las proteínas de la envuelta como
con las RNPs (Enami and Enami, 1996; McCown and Pekosz, 2006; Ye et al., 1987).
En cuanto a la proteína NEP (Nuclear Export Protein), es la proteína viral menos
abundante del virión y está implicada en la exportación nuclear de las RNPs progenie al
citoplasma (O'Neill et al., 1998). En dicho proceso participa también la proteína M1
mediante interacción directa con NEP (Yasuda et al., 1993).
En el interior de la matriz estructural se encuentran las RNPs. Estos complejos
ribonucleoprotéicos contienen el genoma del virus junto con la polimerasa viral y
moléculas de NP (Klumpp et al., 1997). La polimerasa viral es una RNA polimerasa
RNA dependiente formada por las subunidades PB1, PB2 y PA. Aunque las tres son
necesarias para formar un complejo activo tanto para la transcripción como la
replicación del RNA viral, se han asignado funciones específicas a cada una de las
subunidades. Así, PB1 es la que tiene la actividad polimerizante propiamente dicha
(Kobayashi et al., 1996) y contiene también actividad endonucleotídica (Li et al.,
2001a). La subunidad PB2 es una proteína de unión a cap (Blaas et al., 1982), mientras
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que PA es una fosfoproteína (Sanz-Ezquerro et al., 1998) con actividad proteasa (Hara
et al., 2001; Perales et al., 2000). La proteína NP es muy abundante en el virión y
constituye junto con M1 uno de los antígenos específicos de tipo que sirven para
distinguir los virus tipo A, B y C. Forma parte estructural tanto de las vRNPs como de
las cRNPs protegiendo y recubriendo el RNA a lo largo de toda su extensión (Klumpp
et al., 1997). Pero además de la función estructural parece ser un factor clave para el
proceso de replicación del RNA viral (Shapiro and Krug, 1988).
Las dos proteínas no estructurales son PB1-F2 y NS1. La proteína PB1-F2 está
codificada por el segmento 2 y se genera a partir del mismo mRNA que PB1, ya que
este mRNA presenta otra fase de lectura abierta (ORF) alternativa a la de PB1 (Chen et
al., 2001). Es una proteína que se ha descubierto recientemente y de la que se conoce
muy poco. Se ha descrito su localización preferencial en las mitocondrias de la célula
infectada y se la ha relacionado con procesos de apoptosis durante la infección (Chen et
al., 2001; Zamarin et al., 2005; Zamarin et al., 2006).
En cuanto a la proteína NS1, más adelante se detallarán sus características y las
funciones que se le atribuyen.
2. EL CICLO DE INFECCIÓN DEL VIRUS DE LA GRIPE.
El virus de la gripe, al igual que el resto de virus es un parásito intracelular obligado,
por lo que necesita desarrollarse dentro de la célula a la que infecta. Allí, gracias a
distintas estrategias consigue manipular muchos de los procesos celulares en su propio
beneficio y desarrollar de esa forma su ciclo vital. El ciclo de infección del virus de la
gripe presenta una duración de unas 8h y está muy bien regulado tanto a nivel temporal
como espacial. Así, se pueden distinguir una serie de etapas como: la entrada del virus;
la expresión génica, que incluye los procesos de transcripción viral así como la
maduración de los transcritos y su traducción; la replicación del RNA viral y por último
la formación y liberación de las nuevas partículas virales.
2.1. La entrada y desensamblaje viral.
La infección comienza con la interacción del virus con la célula diana (Figura 3,
paso 1). Este hecho suele ocurrir en las células del tracto respiratorio tanto superior
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como inferior por medio del ácido siálico presente en glicoproteínas y glicolípidos que
constituye el receptor del virus (Weis et al., 1988). Son las moléculas de HA presentes
en la envuelta del virión las responsables de la interacción. Aunque la afinidad de la HA
por su receptor es baja, las múltiples interacciones de baja afinidad son las responsables
de la alta avidez que presenta el virus por la superficie celular y que permite su entrada
en la célula. La entrada resulta ser por un mecanismo de viropexis o endocitosis
mediada por receptor (de Fazekas, 1948), en el que el contacto del virus con su receptor
provoca una invaginación de la membrana y la internalización de las partículas virales
en unas vesículas revestidas de clatrina (Figura 3, paso 2). La clatrina desaparece ante la
unión del lisosoma formándose los endolisosomas. El pH interno de dichas vesículas se
va acidificando progresivamente y, gracias al canal iónico que forma la proteína M2, el
interior del virión también sufre esa acidificación (Helenius, 1992; Pinto et al., 1992).
Este hecho produce una desestabilización de la interacción entre las RNPs y la proteína
M1. Además, el pH ácido provoca un cambio conformacional en la HA (Stegmann et
al., 1987a; Stegmann et al., 1987b) favoreciendo la fusión de la envuelta del virión y la
membrana endolisosomal. Todos estos eventos permiten que las RNPs se liberen al
citoplasma (Figura 3, paso 3) y se dirijan rápidamente al núcleo de la célula (Wang et
al., 1997) (Figura 3, paso 4) donde tendrán lugar los procesos de transcripción y
replicación del genoma viral (Figura 3, pasos 5, 9 y 10).
2.2. Los procesos de transcripción y replicación del RNA viral.
Una vez que las RNPs han atravesado la membrana nuclear y se encuentran en el
núcleo comenzarán los procesos de transcripción y replicación del RNA viral. Ambos
son llevados a cabo por la polimerasa viral, siempre en el contexto de la RNP (revisado
en Elton et al., 2005). La síntesis de los mRNAs virales requiere que la maquinaria de
transcripción celular dirigida por la RNA polimerasa II (RNA PolII) esté funcionando
de manera activa (Lamb and Choppin, 1977; Spooner and Barry, 1977). Esto se debe a
que la polimerasa viral utiliza estructuras cap tipo I de los pre-mRNAs celulares que
están siendo sintetizados activamente, como cebadores para la síntesis de sus propios
mensajeros (Plotch et al., 1979; Plotch et al., 1981). Además de esta dependencia
funcional, en estos últimos años también se ha descrito una dependencia estructural, ya
que la polimerasa viral se ha encontrado asociada de manera específica a la RNA PolII
celular, más concretamente a su CTD (Engelhardt et al., 2005).
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Una vez que se ha acumulado una cantidad suficiente de NP soluble en el núcleo,
comienza la replicación del RNA viral (Shapiro and Krug, 1988). Para ello la
polimerasa viral copia el molde vRNA generando moléculas de cRNA que son
encapsidadas por monómeros de NP formando las cRNPs. Estas cRNPs sirven como
intermediarios replicativos para la síntesis de nuevas vRNPs progenie que pueden servir
de molde para nuevas rondas de transcripción secundaria (Figura 3, paso 10), y
eventualmente son encapsidadas en los viriones progenie (Figura 3, pasos 11, 12 y 13).
Se han identificado factores celulares que interaccionan con la polimerasa viral y/o
las RNPs y que podrían estar modulando su actividad transcripcional o replicativa
(Huarte et al., 2001; Mayer et al., 2007; Momose et al., 2001; Momose et al., 1996;
Momose et al., 2002; Naito et al., 2007; O'Neill and Palese, 1995; Shimizu et al., 1994).
Figura 3. Esquema del ciclo vital del virus de la gripe. Se muestran todos los pasos de la
infección ordenados numéricamente. 1. Adsorción. 2. Fusión de membranas. 3.
Desencapsidación. 4. Transporte de las vRNPs al núcleo. 5. Transcripción primaria. 6.
Transporte de mRNAs al citoplasma. 7. Traducción. 8. Transporte de proteínas virales al
núcleo. 9. Replicación del RNA viral. 10. Transcripción secundaria. 11. Transporte de las
vRNPs progenie al citoplasma. 12. Transporte de las vRNPs progenie hacia la membrana
celular. 13. Encapsidación y formación de viriones progenie.
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Además, se ha propuesto la participación de la proteína viral NS1 en la modulación de
ambos procesos como se explica más adelante.
2.3. Proceso de maduración de los pre-mRNA virales.
Los pre-mRNAs virales, al igual que los celulares, sufren modificaciones co-
transcripcionales para dar lugar a los mRNAs maduros que posteriormente son
transportados hacia el citoplasma.
2.3.1. Procesos de maduración de pre-mRNAs celulares.
Para poder estudiar los mecanismos a través de los cuales tiene lugar la
maduración de los pre-mRNAs virales, resulta imprescindible analizar primero los
procesos de maduración que sufren los pre-mRNAs celulares: la eliminación de
secuencias intrónicas o splicing, y el corte y poliadenilación del extremo 3´. Ambos
procesos ocurren de manera co-transcripcional, de tal forma que la maquinaria celular
involucrada en ellos se encuentra asociada a la RNA PolII activa (McCracken et al.,
1997; Steinmetz, 1997).
En cuanto al proceso de splicing consiste en la eliminación de las secuencias
intrónicas de tal forma que los distintos exones quedan unidos entre sí (Figura 4). La
definición de exón dentro del pre-mRNA depende en gran medida de su localización
(revisado en Berget, 1995). Así, el primer exón se define por la presencia del cap en el
extremo 5´ del pre-mRNA y por la señal donadora de splicing 5´ (5´ss) presente en el
intrón adyacente en dirección 3´. El último exón viene determinado por la señal
aceptora de splicing 3´ (3´ss) presente en el intrón adyacente en dirección 5´ y por la
secuencia poly (A) del extremo 3´ del pre-mRNA. Sin embargo, la definición de los
exones intermedios depende de la interacción de distintos factores proteicos tanto en el
exón como en los intrones que lo rodean. Así, proteínas SR se unen de manera
cooperativa a los motivos ESE (Exonic Splicing Enhancers) presentes en el exón. Este
hecho facilita las interacciones de la ribonucleoproteína U1 (snRNP U1) al sitio 5´ss y
de la U2 al sitio de ramificación o branch point. Además, los factores U2AF y SC35 se
unen a la región 3´ss, mientras que el factor ASF/SF2 lo hace sobre el sitio 5´ss. Todas
estas interacciones determinan la presencia de los distintos exones, por lo que de una
manera indirecta delimitan la localización de los intrones a eliminar. Una vez que se han
unido todos esos factores se forma el spliceosome. Para ello las snRNPs U4/U6 y U5 se
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unen al complejo previamente formado y esto permite que los extremos 5´ss y 3´ss de
un mismo intrón se aproximen físicamente. Tras la liberación de las snRNPs U1 y U4
tiene lugar el corte del extremo 5´ss del intrón permitiendo la formación del lariat.
Posteriormente, se da un segundo corte que produce la liberación del intrón permitiendo
la unión de los dos exones consecutivos.
Además de este proceso de eliminación de intrones, los mRNAs transcritos por la
RNA PolII celular tienen que sufrir una última modificación en su extremo 3´ que
consiste en la adición de una cola poly (A) (Figura 5). Para ello resulta clave la
participación de una factor denominado CPSF, de Cleavage and Polyadenylation
Specificity Factor, mediante sus subunidades de 30 y 160 kDa. Este factor reconoce dos
secuencias en los pre-mRNAs: (i) un hexámero conservado de secuencia AAUAAA
situado entre 10 y 30 nucleótidos dirección 5´ del punto de corte, y (ii) una zona rica en
Figura 4. Esquema del procesamiento de intrones de los pre-mRNAs celulares. Se
muestran las estructuras 5´ cap y 3´ poly (A) del mRNA. Se indican también las señales 5´ss
(GU) y 3´ss (AG) así como el punto de ramificación o branch point (A). Durante el
procesamiento por splicing se van uniendo de manera ordenada todos los componentes que
componen el spliceosome dando lugar finalmente al corte y empalme de los exones.













































































U o G/U por debajo del punto de corte (Gilmartin et al., 1995). Dicho reconocimiento es
necesario para que tenga lugar el corte y poliadenilación. Primeramente ocurre el corte
endonucleolítico para lo cual los factores CFI y CFII son imprescindibles (Takagaki et
al., 1989). Una vez realizado el corte, la poli (A) polimerasa (PAP) se une a CPSF,
reconoce el extremo 3´ cortado y comienza a sintetizar una cola corta de 15-20 As. En
ese momento se le une la proteína II de unión a poly (A) (PABPII) aumentando la
procesividad de la PAP de tal forma que la síntesis de la cola poly (A) continúa hasta
que se genera una cola larga de alrededor de 200 As (Wahle and Keller, 1996).
Figura 5. Esquema del corte y poliadenilación de pre-mRNAs celulares. Los pre-
mRNAs celulares presentan dos secuencias que determinan la correcta localización de
los factores necesarios para el procesamiento 3´: el hexámero AAUAAA (enmarcado en
rojo) y una secuencia rica en residuos U o G/U (enmarcado en verde). Se indica el punto
de corte mediante una línea roja y discontinua. Se muestra la incorporación gradual de
los factores que intervienen: las subunidades 30 y 160 kDa de CPSF, los factores CF I y
II, y la proteína PABPII.
Introducción 28
2.3.2. Proceso de splicing viral.
Como ya se ha comentado anteriormente dos de los segmentos virales, el 7 y el 8,
sufren un procesamiento de splicing (Inglis et al., 1979; Inglis and Brown, 1981; Lamb
and Choppin, 1983; Lamb et al., 1980; Lamb et al., 1981). Mientras que el segmento 8
da lugar a dos mRNAs maduros distintos, que codifican las proteínas NS1 y NEP, la
transcripción del segmento 7 genera tres mRNAs, dos de los cuales expresan las
proteínas M1 y M2. El mRNA3 tiene una escasa capacidad codificante, de tan sólo 9
aminoácidos (aa), y su producto de traducción no se ha detectado hasta el momento
(Figura 6).
El proceso de splicing se encuentra estrechamente regulado durante la infección
del virus, de tal forma que la relación de acumulación de los mRNAs NS1/NEP y
M1/M2 varía a lo largo del ciclo de infección (revisado en Palese and Shaw, 2006)). La
relación entre los mRNAs de M1 y M2 disminuye a lo largo de la infección, esto es,












Figura 6. Esquema de los mRNAs derivados de los segmentos 7 y 8. Los
mRNAs colineales de los segmentos 7 y 8 codifican las proteínas virales
NS1 y M1 respectivamente, mientras que los transcritos que han sufrido un
procesamiento por splicing dan lugar a las proteínas NEP y M2. El
segmento 7 da lugar mediante un procesamiento alternativo a un tercer
mensajero de escasa capacidad codificante denominado mRNA3.
Introducción 29
El virus no codifica ninguna maquinaria proteica capaz de realizar la complicada
función de procesar los intrones, por lo que usa la maquinaria celular de splicing. Esto
hace que el virus haya seleccionado estrategias para manipular o regular de alguna
forma esa maquinaria en su propio beneficio.
2.3.3. Proceso de poliadenilación de los mRNAs virales.
A diferencia de lo que ocurre con el proceso de splicing, en el que el virus tiene
que utilizar la maquinaria celular, el procesamiento del extremo 3´ de los mRNAs
virales no tiene nada que ver con lo que ocurre en los mRNAs celulares. Los vRNAs
tienen su propia señal de poliadenilación cercana a su extremo 5´ (Robertson et al.,
1981). Dicha señal está compuesta por un tramo de 5 a 7 Us. Durante la síntesis del
mRNA viral y cuando la polimerasa llega hasta esa señal, la copia de manera reiterada
generando una cola larga poly (A) característica de los mRNAs virales. Por lo tanto en
la adquisición de la cola poly (A) el virus es completamente independiente de la
maquinaria celular, hecho muy importante como se verá más adelante.
2.4. Transporte de los RNA mensajeros virales y su traducción citoplasmática.
Una vez que los mRNAs virales han sufrido las modificaciones indicadas, son
exportados del núcleo para que tenga lugar su traducción citoplasmática (Figura 3,
pasos 6 y 7). Se ha descrito que los mRNAs virales se transportan de manera muy
rápida y eficaz a través de la membrana nuclear (Shapiro et al., 1987). Se desconoce
hasta el momento cual o cuales son las vías de exportación que siguen los mRNAs
virales aunque se ha relacionado su transporte con la asociación a la maquinaria
transcripcional celular (Amorim et al., 2007). Se cree que los mRNAs sin señales de
splicing se podrían transportar por una vía diferente a la de los mRNAs que sí tienen
dichas señales, tal y como ocurre con los mRNAs celulares (Stutz and Izaurralde, 2003).
Además, se desconoce si los transcritos virales primarios que contienen señales de
splicing y los que han sufrido splicing se transportan por una vía común o diferente.
Una vez localizados en el citoplasma, los mRNAs virales se traducen dando lugar
a las distintas proteínas virales. Para ello el virus utiliza la maquinaria de traducción
celular en su propio beneficio, aumentando la traducción de los mRNAs virales e
inhibiendo la de los celulares (shut off) (Garfinkel and Katze, 1992) como se describe
más adelante.
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2.5. Transporte de las RNPs al citoplasma, formación y liberación de nuevas
partículas virales.
Una vez que se han acumulado una gran cantidad de vRNPs progenie en el núcleo
de la célula, éstas son exportadas al citoplasma y transportadas a la membrana
plasmática donde tendrá lugar su empaquetamiento para formar parte de la progenie
viral (Figura 3, pasos 11, 12 y 13). Este fenómeno ocurre en las etapas tardías de la
infección (5 o 6 hpi). Las proteínas NEP y M1 desempeñan una función clave en la
salida de las RNPs al citoplasma. Por una parte, la proteína NEP junto con la NP
presente en las RNPs, interacciona con proteínas del poro nuclear siguiendo la vía de
CRM-1 (Elton et al., 2001; O'Neill et al., 1998); por otra parte, M1 hace de puente de
unión entre la RNP y la proteína NEP (Martin and Helenius, 1991).
Cuando las RNPs han abandonado el núcleo y se encuentran en el citoplasma son
transportadas hacia la membrana celular a través de los microfilamentos de actina
(Avalos et al., 1997). Allí, en regiones concretas ricas en colesterol denominadas lipid
rafts, se encuentran las glicoproteínas virales HA y NA (Nayak et al., 2004; Scheiffele
et al., 1999; Simpson-Holley et al., 2002). La encapsidación de las RNPs parece ser
dirigida por la proteína M1 (Gomez-Puertas et al., 1999). Trabajos recientes involucran
al tallo citoplasmático de M2 en dicha función, ya que su interacción con M1 tiene lugar
a dicho nivel (Iwatsuki-Horimoto et al., 2006; McCown and Pekosz, 2006). La
liberación de las partículas se da mediante un proceso de budding o gemación y finaliza
con la acción catalítica de la NA que degrada el ácido siálico de receptores y
glicoproteínas virales, permitiendo la dispersión de los virus y evitando su agregación
en la membrana celular (Palese et al., 1974).
El empaquetamiento del genoma viral requiere de la incorporación de 8 RNPs
distintas; sólo así se consiguen viriones infectivos. Numerosas evidencias permiten la
aceptación de un modelo de empaquetamiento dirigido que propone la existencia de un
proceso de selección de las 8 RNPs que se encapsidan. Por una parte, la cantidad de
cada vRNP en los viriones es equimolar aunque su acumulación en las células
infectadas pueda variar (Smith and Hay, 1982). Además, vRNAs defectivos
interferentes compiten de manera muy especifica con la incorporación de su vRNA
homólogo y no así en el de otros vRNAs (Duhaut and McCauley, 1996; Nayak et al.,
1982). Más recientemente, varios trabajos han descrito que secuencias en cis presentes
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en las regiones codificantes de los genes NA (Fujii et al., 2003), HA (Watanabe et al.,
2003), NS (Fujii et al., 2005), y las subunidades PB1, PB2 y PA (Liang et al., 2005;
Muramoto et al., 2006), son necesarias para un correcto empaquetamiento de las RNPs.
Otro resultado que apoya una incorporación selectiva de las 8 RNPs es el publicado por
Noda y colaboradores, en el que mediante cortes seriados de viriones y técnicas de
tomografía, observan una distribución constante de las RNPs en forma de anillo, en el
que 7 de ellas se encuentran alrededor de una RNP central (Noda et al., 2006). Todos
estos resultados indican que el mecanismo de empaquetamiento de las 8 RNPs vendría
dado por señales en cis presentes no sólo en las regiones no codificantes de los vRNAs
sino también en las zonas 3´ y 5´ adyacentes a ellas y que forman parte de las zonas
codificantes. Pero además de estas señales en cis es posible que factores en trans
también estén implicados en este mecanismo, ya que un mutante en la subunidad PA de
la polimerasa viral presenta defectos en la formación de partículas virales (Regan et al.,
2006).
3. LA PROTEÍNA NS1.
La proteína NS1 está codificada por el segmento 8 y se sintetiza como consecuencia de
la traducción del transcrito colineal de éste. Se produce desde los primeros momentos de
la infección localizándose principalmente en el núcleo (Briedis et al., 1981), aunque a
tiempos más tardíos se puede encontrar también en el citoplasma asociada a polisomas
(de la Luna et al., 1995; Falcón et al., 1999). Es una proteína no estructural cuyas
funciones están muy relacionadas con los mecanismos que tiene el virus para evadir la
respuesta inmune celular así como para regular los procesos tanto celulares como virales
que necesita el virus para desarrollar su ciclo vital. Para poder analizar todos estos
aspectos de NS1 es necesario explicar primero cómo es su estructura y su organización
en dominios.
3.1. Estructura y dominios de la proteína NS1.
NS1 es una proteína pequeña con un tamaño variable de entre 230 y 238 aa según
la cepa de virus de la que provenga. Aún siendo una proteína tan pequeña se la ha
implicado en numerosas funciones tal y como se describe más adelante. Como se
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muestra en la Figura 7, se ha descrito un dominio de unión a RNA localizado en la parte
N-terminal de la proteína, entre los aminoácidos 1 a 73 (Qian et al., 1995). Desde hace
unos años se conoce la estructura tridimensional de ese dominio que se organiza
formando tres -hélices (Chien et al., 1997; Liu et al., 1997). Esta región coincide con
el dominio de dimerización de la proteína (Nemeroff et al., 1995). Se ha determinado
que una zona rica en residuos básicos localizada en torno a los aminoácidos 19 a 38
forma realmente el motivo de unión a RNA (Qian et al., 1994). Por experimentos de
mutagénesis se sabe también que los residuos 38R y 41K son los responsables directos
de la unión a RNA. Además se ha observado que dicha actividad depende directamente
de su homodimerización ya que mutantes en residuos implicados en la dimerización
eliminan su capacidad de unir RNA (Nemeroff et al., 1995; Wang et al., 1999). Se ha
demostrado que no presenta una especificidad de secuencia (Chien et al., 2004) y hasta
el momento se ha confirmado su capacidad de unión a muy distintos tipos de RNA: al
rRNA 28S (Yoshida et al., 1981), a RNA de doble cadena o dsRNA (Hatada and
Fukuda, 1992; Wang et al., 1999), a la región 5´ no traducida (5´ UTR) de los mRNAs
virales y a RNAs con secuencias poly (A) (Garfinkel and Katze, 1993; Qiu and Krug,
1994), al vRNA y cRNA (Hatada and Fukuda, 1992; Hatada et al., 1997; Hatada et al.,
1992) y a los U6 snRNA y U6atac snRNAs (Lu et al., 1994; Qiu et al., 1995; Wang and
Krug, 1998).
Figura 7. Esquema de la proteína NS1 y sus dominios de interacción. Se muestra el
dominio N-terminal de unión a RNA (en dorado) que contiene el motivo de unión a
RNA (en rojo). El dominio efector (en verde) ocupa las dos terceras partes C-terminales.
Se indican también los dominios de interacción con los factores celulares PABPI,
eIF4G, CPSF y PABPII, así como las señales de localización (NLS-1 y NLS-2) y
exportación nuclear (NES).
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Además del dominio de unión a RNA, la proteína NS1 contiene otro gran dominio
que ocupa las dos terceras partes C-terminales de la proteína y que se ha denominado
dominio efector (DE) (Qian et al., 1994; Wang and Krug, 1996). Su nombre hace
referencia a que se ha relacionado la presencia de dicho dominio con la capacidad de
NS1 para realizar muchas de las funciones que se le atribuyen, si bien hay algunos datos
contradictorios como se verá más adelante. Recientemente se ha obtenido su estructura
cristalográfica (Bornholdt and Prasad, 2006).
Como ya se ha dicho anteriormente, NS1 presenta una localización variable a lo
largo del ciclo de infección y esto es debido a que presenta tanto señales de localización
(NLS) como de exportación nuclear (NES). Tiene dos NLS distintas formadas por
residuos de naturaleza básica: una en el dominio de unión a RNA (aa 34-38) y la otra en
la zona C-terminal (aa 203-237) (Greenspan et al., 1988). En cuanto a la NES se
encuentra en el dominio efector, entre los residuos 138 y 147, y es una zona rica en
leucinas que parece estar regulada por una secuencia adyacente (aa 148-161) que la
mantiene inactiva (Li et al., 1998).
Ya por último, NS1 es un proteína que puede sufrir modificaciones post-
traduccionales de tipo fosforilación (Privalsky and Penhoet, 1981). Esta fosforilación
tiene lugar siempre en residuos de treonina y es específica de cepa, hasta el punto de
que hay cepas donde nunca se ha detectado su fosforilación (Petri et al., 1982). Se ha
propuesto que la fosforilación no sólo de NS1, sino también de NP y M1, depende del
tipo celular (Conti et al., 1980). Aunque los estudios de fosforilación de NS1
comenzaron hace ya bastantes años, hoy en día se sigue sin conocer la relevancia
funcional de estas modificaciones durante la infección.
3.2. NS1 como modulador de la expresión génica.
Para que el virus pueda desarrollar de manera correcta su ciclo vital dentro de la
célula hospedadora tiene que regular muy eficazmente todos los procesos relacionados
con la expresión génica tanto a nivel celular como viral. Con este objetivo el virus ha
seleccionado estrategias para hacerse cargo de la maquinaria celular que necesita así
como para evitar ser detectado por el sistema inmune innato de la célula. A este respecto
la proteína NS1 es un factor de regulación clave durante de la infección (Garcia-Sastre,
2001; Krug et al., 2003; Ortín, 1998) afectando a la expresión génica celular y viral así
como a la respuesta mediada por interferón. Gracias a su localización doble, en el
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núcleo y en el citoplasma, desarrolla funciones en ambos compartimentos celulares
(Figura 8).
3.2.1. Funciones nucleares.
Modulación del proceso de splicing.
En la célula infectada los transcritos colineales de los segmentos 7 y 8 sufren un
procesamiento de sus intrones en lo que se conoce como splicing, siendo el del
segmento 8 el más estudiado. En los primeros estudios al respecto se observó que
durante la infección el procesamiento de los mRNAs de NS1 y M1 para dar lugar a los
de NEP y M2, respectivamente, sólo tenía lugar en un 5 o 10% de los casos (Lamb et
al., 1980; Lamb et al., 1981) y que iba aumentando según progresaba el ciclo viral
(Valcárcel et al., 1991). Esto es, la abundancia relativa de los mRNA que sufren splicing
con respecto de los mRNA primarios de los que provienen aumenta a tiempos tardíos de
la infección. Estos datos indicaban la existencia de un mecanismo de regulación muy
eficaz que permite una producción temporal y precisa de cada mRNA (Palese and Shaw,
2006).
El splicing del mRNA de NS1 se ha estudiado muy extensamente tanto en
experimentos in vitro como in vivo. Basado en experimentos in vitro, se propuso que el
mRNA de NS1 no sufría ningún procesamiento debido a que el sitio 3´ aceptor de
splicing no se encontraba accesible a la maquinaria de procesamiento celular (Plotch
and Krug, 1986) y a que tenía lugar un bloqueo después de la formación del complejo
55S de splicing (Agris et al., 1989). Apoyando dicha teoría, Nemeroff y colaboradores
identificaron unas secuencias en cis, presentes tanto en el intrón como en el exón 3´ del
mRNA de NS1, que parecían inhibir su procesamiento in vitro (Nemeroff et al., 1992).
Sin embargo, datos previos obtenidos in vivo a partir de infecciones con virus mutantes
ts (Smith and Inglis, 1985) y de experimentos de expresión del gen NS a partir de su
cDNA mediante plásmidos con promotores de la RNA PolII, mostraron que el mRNA
de NS1 podía sufrir splicing (Lamb and Lai, 1984; Portela et al., 1986) y que éste podía
ser bloqueado en trans por la expresión de NS1 (Fortes et al., 1994). En el mismo tipo
de experimentos se describió también la capacidad que tiene NS1 de regular
negativamente el procesamiento de genes marcadores coexpresados con él (Fortes et al.,
1994; Lu et al., 1994).
Por otra parte, el hecho de que NS1 pudiera regular el splicing de genes co-
expresados con él así como el splicing alternativo del AgT-t de SV40 (Fortes et al.,
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1994), hizo pensar que podría haber una conexión directa entre NS1 y la maquinaria del
procesamiento celular. Apoyando esta hipótesis, experimentos de inmunofluorescencia
indicaron que la expresión de NS1 por transfección o en infección producía una
alteración en el patrón subnuclear de distintos componentes celulares de la maquinaria
de splicing como SC35 y las snRNPs (Fortes et al., 1995). Además, se describió la
interacción entre NS1 y U6 snRNA (componente de la U6 snRNP) en células infectadas
(Lu et al., 1994), lo que sirvió para proponer un modelo general de inhibición del
splicing basado en dicha interacción. La unión de NS1 a U6 snRNA evitaría la
formación de los complejos U6-U2 y U6-U4 necesarios para el procesamiento (Qiu et
al., 1995). De la misma forma NS1 interacciona con el componente U6atac snRNA que
participa en el splicing de señales AT-AC (no convencionales) inhibiendo la formación
del complejo U12-U6atac y por tanto el procesamiento del intrón correspondiente
(Wang and Krug, 1998). En relación a la conexión de NS1 con la maquinaria de
splicing, se describió también su interacción con la proteína NS1-BP. Esta proteína que
está involucrada en el procesamiento de intrones y colocaliza con SC35 en speckles, se
relocaliza durante la infección (Wolff et al., 1998). A la vista de estos datos se propuso
que NS1 es un regulador general del splicing afectando tanto a genes virales como
celulares.
Además de todos estos estudios que implican a NS1 como regulador negativo del
splicing, otros trabajos han propuesto que la inhibición del splicing de pre-mRNAs
celulares es una consecuencia de la inhibición del procesamiento del extremo 3´ de los
mismos, como se explica más adelante (Li et al., 2001b; Noah et al., 2003).
Inhibición del procesamiento del extremo 3´ de pre-mRNAs celulares.
Otra de las funciones que se le atribuyen a NS1 es la de inhibir el correcto
procesamiento del extremo 3´ de pre-mRNAs celulares. Los pre-mRNAs celulares
tienen que sufrir una modificación en su extremo 3´ que consiste en un corte y posterior
poliadenilación del RNA. Este proceso es clave para que los pre-mRNAs maduren y
puedan ser transportados correctamente al citoplasma donde tiene lugar su traducción.
En este contexto el factor CPSF desempeña un papel fundamental como ya se ha
explicado anteriormente (Figura 5).
Hace unos años, con la finalidad de descubrir nuevas interacciones de la proteína
NS1 con factores celulares, Nemeroff y colaboradores realizaron ensayos de doble
híbrido en levadura. De esta forma describieron la interacción de NS1 con la subunidad
30 kDa de CPSF tanto in vitro como en infección y confirmaron que dicha interacción
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inhibe el corte y poliadenilación de los pre-mRNAs in vitro e in vivo (Nemeroff et al.,
1998). Además, se describió la interacción de NS1 con el factor celular PABPII tanto in
vitro como in vivo y se observó que NS1 era capaz de inhibir su función (Chen et al.,
1999). Todos estos resultados explican la inhibición del procesamiento 3´ de pre-
mRNAs celulares que lleva a cabo NS1. Hay que destacar que los mRNAs virales no
sufren dicha inhibición debido a que su procesamiento 3´ no sigue el mismo mecanismo
que los celulares (Poon et al., 1998; Poon et al., 1999).
En cuanto a la relación entre la inhibición del procesamiento 3´ y la regulación del
splicing mencionada anteriormente, se propuso que la definición del exón 3´ en los
transcritos con un único intrón venía dada por la presencia de la cola poly (A) (revisado
en Berget, 1995). Por lo tanto, la inhibición del procesamiento del extremo 3´ mediada
por NS1 inhibiría indirectamente el splicing de dichos transcritos (Li et al., 2001b). De
esta forma el splicing de los transcritos virales no se vería afectado.
Figura 8. Esquema de la regulación de la expresión génica por parte de la proteína NS1.
Derecha: transcripción y procesamiento de los transcritos celulares. Izquierda: trascripción y
maduración de los mRNAs virales. NS1 inhibe los procesos de splicing celular y viral, el corte
y poliadenilación y transporte de los mRNAs celulares mientras que induce la traducción de los
virales frente a los celulares.
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Inhibición del transporte de mRNAs.
Además de la inhibición del splicing y el procesamiento 3´ de los pre-mRNAs
celulares, NS1 realiza otra función fundamental que contribuye a la regulación de la
expresión génica celular: inhibe el transporte de los mRNAs poliadenilados. Las
primeras evidencias se obtuvieron a partir de experimentos de expresión de NS1 por
medio de plásmidos con promotores de la RNA PolII. En estos experimentos se observó
una retención clara y generalizada de los mRNAs en el núcleo (Fortes et al., 1994; Qian
et al., 1994; Qiu and Krug, 1994). Así, los primeros análisis del transporte de los
mRNAs de NS1 y NEP indicaron que había una retención nuclear del mRNA de NS1,
pero no de NEP, con lo que propusieron que el transporte de mRNAs podía verse
afectado por el proceso de splicing (Alonso-Caplen and Krug, 1991). Más adelante se
propuso que no sólo los mRNAs de NS1 y NEP (Alonso-Caplen et al., 1992), sino
cualquier mRNA celular o viral, se retenía en el núcleo como consecuencia de la
expresión de la proteína NS1 (Fortes et al., 1994). Aunque se sugirió que la causa de
dicha retención podía ser la capacidad que tenía NS1 para unir RNAs con secuencias
poly (A) (Qiu and Krug, 1994), los mismos autores poco después propusieron que,
además del dominio de unión a RNA también era necesario el dominio efector (Qian et
al., 1994). Sin embargo, otros autores confirmaron que únicamente el dominio N-
terminal de la proteína NS1 era necesario para la retención nuclear de los mRNAs
durante la infección (Marión et al., 1997a). Finalmente, se ha propuesto que la retención
de los pre-mRNAs celulares podía ser debida indirectamente a la inhibición del
procesamiento del extremo 3´ previamente descrito (Chen et al., 1999; Nemeroff et al.,
1998; Noah et al., 2003). Además de este posible mecanismo, recientemente se ha
descrito la interacción de NS1 con proteínas de la vía de exportación nuclear. Se ha
observado que NS1 forma un complejo con las proteínas NXF1/TAP, p15/NXT,
Rae1/mrnp41, y E1B-AP5 inhibiendo su función en el transporte de mRNAs celulares
(Satterly et al., 2007a).
Modulación de la actividad de la polimerasa viral.
Durante los procesos de transcripción y replicación viral la actividad de la
polimerasa del virus está estrechamente regulada, en parte por factores celulares. Sin
embargo, hay datos que sugieren la participación activa de NS1 en dicha regulación. Por
una parte mediante el dominio de unión a RNA NS1 es capaz de interaccionar tanto con
el vRNA (Hatada and Fukuda, 1992; Hatada et al., 1997; Hatada et al., 1992) como con
la estructura del panhandle (Hatada and Fukuda, 1992) y el mRNA (Marión et al.,
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1997b). Por otra parte, se ha demostrado la interacción de NS1 con la polimerasa y/o las
RNPs durante la infección (Marión et al., 1997b). Además, se ha descrito que un virus
mutante de deleción en la proteína NS1 (NS1-81) tiene afectada la replicación de
algunos genes virales (Falcón et al., 2004). Todos estos resultados hacen pensar que
NS1 podría estar involucrado en la modulación de la actividad de la polimerasa aunque
se desconoce el mecanismo concreto y su relevancia funcional en la infección.
3.2.2. Funciones citosólicas.
Activación traduccional de mRNAs virales.
Durante la infección la traducción de proteínas celulares disminuye enormemente
mientras que se favorece la síntesis de las virales. A este fenómeno se le conoce con el
nombre de shut off celular y se produce porque el virus se hace con el control
traduccional de la célula (Park and Katze, 1995). Algunos autores han propuesto que a
lo largo de la infección los mRNAs celulares citosólicos sufren una degradación
(Beloso et al., 1992; Inglis, 1982; Zurcher et al., 2000) que explicaría la disminución de
la síntesis de proteínas celulares. Sin embargo, otros autores no detectan dicha
degradación (Garfinkel and Katze, 1992; Katze and Krug, 1984; Katze and Krug, 1990).
Estudios realizados por Zürcher y colaboradores descartan que la inhibición del corte y
poliadenilación de mRNAs celulares, el bloqueo en el transporte de mRNAs así como la
activación de PKR influyan de forma alguna en el denominado shut off celular (Zurcher
et al., 2000). Por otra parte, estudios realizados con virus que carecen de la proteína
NS1 (delNS1) descartan la participación de NS1 en la disminución de la síntesis de
proteínas celulares observada durante la infección (Salvatore et al., 2002).
Como ya se ha comentado anteriormente, durante la infección por el virus tiene
lugar una traducción selectiva de los mRNAs virales frente a los celulares (Garfinkel
and Katze, 1992). Esta selectividad tiene que estar muy bien regulada ya que los
mRNAs virales resultan indistinguibles de los celulares debido a sus modificaciones 5´
cap y 3´ poly (A). Parece ser que esta selectividad viene dirigida en gran medida por el
extremo 5´ UTR de los mRNAs virales (Garfinkel and Katze, 1993). Dentro del
extremo 5´ UTR (Figura 9), hay una primera secuencia corta que es común a todos los
mRNAs virales y que determina la selectividad y estimulación traduccional frente a los
celulares. Adyacente a esta secuencia existe otra de longitud variable entre segmentos y
que es la encargada de modular la estimulación traduccional. Gracias a la presencia de
estas secuencias diferenciadas la traducción de algunos mRNAs virales como NP, NS1,
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M1, HA y NA es más eficiente que la de otros mRNAs (de la Luna et al., 1995; Enami
et al., 1994). Además de estas secuencias en cis presentes en los mRNAs virales, se han
identificado factores que están implicados en la selectividad y estimulación
traduccional. Así, se ha demostrado que NS1 se localiza en polisomas durante la
infección y que su presencia favorece la incorporación de ribosomas a los mRNAs
virales transfectados (de la Luna et al., 1995). Esto implica a NS1 en la estimulación
traduccional favoreciendo la iniciación de la traducción (de la Luna et al., 1995; Enami
et al., 1994). También se ha descrito la interacción de NS1 con el extremo 5´ UTR de
los mRNAs virales (Park and Katze, 1995) así como con los factores eIF4G (Aragón et
al., 2000) y PABPI (Burgui et al., 2003) durante la infección. Estas interacciones hacen
posible un mecanismo de circularización de los mRNAs virales en el que el complejo
formado por NS1, PABPI y eIF4G favorecería la reiniciación de los mRNAs virales.
Experimentos realizados con virus termosensibles con mutaciones en la proteína NS1
han mostrado que presentan problemas en la expresión de las proteínas virales tardías
M1, NS1 y HA apoyando la propuesta de la participación de NS1 como estimulador
traduccional (Falcón et al., 2004; Hatada et al., 1990). Por otra parte, muy recientemente
se ha propuesto la participación de la polimerasa viral en la selección preferencial de los
mRNAs virales (I. Burgui, enviado a publicación).
Por último, además de estos factores virales, se han identificado proteínas
celulares que podrían estar implicadas en la traducción preferencial de los mRNAs
virales. Se ha observado las interacciones del autoantígeno La (Park and Katze, 1995) y
el factor GRSF-1 (Kash et al., 2002; Park et al., 1999) con la secuencia 5´ UTR de











Figura 9. Esquema de la región 5´ UTR de los mRNAs virales. Se muestra la estructura cap
tipo I con una secuencia celular heterogénea de 10 a 13 nt (en rojo) en el extremo 5´ del
mRNA viral. También se indican la región 5´ UTR común a todos los segmentos (en azul
oscuro) y la región específica de cada segmento (en azul claro) así como el AUG iniciador de
la proteína (subrayado).
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contexto de la infección. Muy recientemente se ha propuesto que el factor inhibidor de
PKR, P58IPK, podría regular la traducción de los mRNAs virales mediante un
mecanismo dependiente de PKR e independiente de la quinasa PERK (Goodman et al.,
2007).
Interacción con la proteína celular hStaufen.
De experimentos de doble híbrido se ha descrito también la interacción de NS1
con la proteína humana hStaufen. Dicha interacción se ha confirmado tanto in vitro
como en experimentos de infección in vivo (Falcón et al., 1999).
Staufen es una proteína de unión a RNA que se ha implicado en la localización de
mRNAs durante el desarrollo embrionario de D. melanogaster, permitiendo la correcta
formación del eje antero-posterior del embrión temprano (St Johnston et al., 1991). Se
ha visto que en células humanas se encuentra asociada a polisomas y retículo
endoplásmico (Marión et al., 1999) y que forma parte de grandes complejos en neuritas
de neuroblastos diferenciados. Dichos complejos contienen tanto RNAs como proteínas
de distinta naturaleza como son: proteínas de traducción, relacionadas con la regulación
del citoesqueleto, motoras, así como proteínas nucleares (Villacé et al., 2004).
En relación a la interacción entre hStaufen y NS1, no se conoce hasta el momento
su relevancia funcional aunque hay que señalar que al igual que hStaufen, NS1 también
se localiza en polisomas y que se le ha implicado en un aumento traduccional específico
de los mRNAs virales. Además, por ensayos de inmunofluorescencia se ha observado la
colocalización de hStaufen y las RNPs en el citoplasma de las células infectadas (datos
no publicados del laboratorio). A este respecto hay que recordar la interacción descrita
entra NS1 y las RNPs citoplasmáticas observada mediante inmunoprecipitación en
células infectadas (Marión et al., 1997b). Todos estos datos sugieren una relación
funcional entre NS1 y hStaufen.
Inhibición del sistema de silenciamiento celular mediado por RNA interferente.
El silenciamiento mediado por RNA es un mecanismo de regulación génica muy
extendido en organismos eucariotas, desde plantas hasta mamíferos (Denli and Hannon,
2003). Una característica común a todos los mecanismos de silenciamiento mediado por
RNA es la producción de pequeños RNAs de 21 a 26 nt de longitud a partir de
moléculas de dsRNA. Este proceso esta mediado por la endoribonucleasa Dicer
(Hamilton and Baulcombe, 1999; Hammond et al., 2000). Los RNAs pequeños
interferentes (siRNAs) controlan la especificidad del silenciamiento gracias a su
homología con el mRNA diana que será degradado por el complejo RISC (RNA-
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induced silencing complex) (Schwarz et al., 2002). Distintos trabajos han demostrado
que el silenciamiento génico actúa como mecanismo antiviral tanto en las células de
plantas (Li and Ding, 2001) como en las de animales (Li et al., 2002). Uno de los
mecanismos para impedir el silenciamiento mediado por RNA es el de evitar la
formación de los siRNAs. Así, se ha visto que proteínas virales con capacidad de unir
dsRNA, como E3L de Vaccinia y NS1 de gripe, son capaces de inhibir la activación del
silenciamiento en Drosophila gracias a que secuestran las moléculas de dsRNA
impidiendo su procesamiento por Dicer (Li et al., 2004). Por otra parte, trabajos
realizados en plantas han demostrado que NS1 tiene capacidad de inhibir el sistema de
silenciamiento mediante su unión directa a los siRNAs (Bucher et al., 2004; Delgadillo
et al., 2004). Estos resultados han hecho pensar que NS1 podría funcionar como
supresor del silenciamiento en mamíferos. Sin embargo, un estudio reciente indica que
la expresión de NS1 en células de mamífero no evita la activación del sistema de
silenciamiento mediado por RNA que se activa frente a genes marcadores (Kok and Jin,
2006). Apoyando la idea de que en las infecciones por gripe NS1 no actúa como un
supresor del sistema de silenciamiento, Weber y colaboradores han publicado que
durante la infección por virus RNA de banda negativa no se detectan moléculas de
dsRNA (Weber et al., 2006). Por lo tanto, si no se produce dsRNA tampoco haría falta
que el virus seleccionara un mecanismo de supresión del silenciamiento mediado por
RNA.
3.3. NS1: un factor de virulencia clave durante la infección.
3.3.1. NS1 como antagonista del sistema interferón.
El primer mecanismo de defensa que se activa en la célula para hacer frente a la
infección por patógenos es el basado en el sistema del interferón (Figura 10). Éste es un
sistema muy complejo que, mediante diferentes sensores como TLR-3, RIG-I, MDA-5
y otros, es capaz de detectar la presencia de virus o productos derivados de la
replicación de estos (revisado en Goutagny et al., 2006). Normalmente estos sensores
se activan por la detección de moléculas de dsRNA que provienen de la replicación viral
(revisado en Kato et al., 2006). Sin embargo, muy recientemente se ha descrito que
RIG-I se puede activar también por RNA de cadena simple (ssRNA) con extremos 5´
trifosfato (Pichlmair et al., 2006). Una vez activados los sensores y mediante su
interacción con distintas proteínas adaptadoras, transductoras de la señal (TRIF, MAVS,
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TBK1, IKK-i,…), tiene lugar la activación de las cascadas en las que participan. Todos
estos eventos concluyen con la activación de factores de transcripción del tipo NFB,
ATF-2/c-Jun, IRF3 y/o IRF7 que estimulan la transcripción de genes del sistema de
IFN(revisado en Stark et al., 1998) Este proceso constituye la respuesta primaria del
sistema celular innato frente a las infecciones (Figura 10, panel A).
Como consecuencia de esa expresión de genes, las células infectadas secretan
interferón (IFN) al medio, el cual activa las vías de señalización JAK y STAT mediante
unión a sus receptores tanto en las propias células infectadas como en las adyacentes no
Figura 10. Respuesta del sistema celular innato a la infección por gripe y su regulación
por parte de NS1. Panel A: Representación de la respuesta primaria del sistema celular innato
frente a infecciones. Se indican las proteínas sensoras de la señal (TLR-3, MDA5 y RIG-I), las
proteínas adaptadoras o transductoras de la señal (TRIF, MAVS, TBK1,…) así como los
factores de transcripción relevantes (IRF-3, NF-kb, ATF-2-Jun). La activación de estas
cascadas concluye con la inducción de la expresión del IFN /. También se señalan los
niveles a los que la proteína NS1 podría interferir funcionando como antagonista del sistema
interferón. Panel B: Representación de la respuesta secundaria del sistema celular innato
inducida por la presencia de IFN / en el medio. Se muestran los receptores de IFN, las
proteínas adaptadoras JAK1 y TYK2 así como los factores de transcripción STAT1 y STAT2.
La activación de esta cascada induce la expresión de genes denominados ISGs (Interferon
Stimulated Genes).
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infectadas. La activación de dichas cascadas permite a las células adquirir un estado
antiviral caracterizado por la expresión de genes inducidos por IFN conocidos como
ISGs (Interferon Stimulated Gene). Esta activación de genes ISG constituye la respuesta
secundaria (Figura 10, panel B) y está mediada por la inducción previa de la síntesis de
IFN (revisado en Stark et al., 1998). Al igual que otros virus, el de la gripe ha
seleccionado mecanismos para evitar o controlar la activación del sistema del interferón.
A este respecto parece que NS1 desempeña un papel clave actuando como antagonista
de la respuesta mediada por interferón. Se ha observado que un virus carente de la
proteína NS1 (virus delNS1) únicamente puede crecer en células que tienen
comprometida la respuesta mediada por interferón, como ocurre en las células Vero o
las células de ratón NIH 3T3 PKR-/- (García-Sastre et al., 1998). En experimentos de
infección realizados con el virus delNS1 se ha observado una mayor activación y
localización nuclear de los factores de transcripción IRF3 (Talon et al., 2000) y NFB
(Wang et al., 2000) en comparación con su virus paterno, PR8, que sí expresa la
proteína NS1. Estos resultados correlacionan con la detección de una mayor expresión
del mRNA de IFN en las células infectadas por dicho virus (Solorzano et al., 2005;
Talon et al., 2000; Wang et al., 2000). Además, los experimentos realizados con el virus
delNS1 y virus con deleciones en la proteína NS1 han mostrado una correlación entre la
síntesis de mRNA de IFN y su atenuación in vivo (Bergmann et al., 2000; Solorzano et
al., 2005). Así mismo, experimentos realizados con distintas cepas de gripe tipo A tanto
humanas como aviares, indican que existe una correlación inversa entre la capacidad de
controlar la inducción de IFN y su atenuación in vivo (Cauthen et al., 2007; Hayman et
al., 2006).
Se ha propuesto que el mecanismo de inhibición del sistema IFN vendría dado por
la capacidad de NS1 de “secuestrar” las moléculas de dsRNA evitando así la activación
de los sensores mencionados anteriormente (Talon et al., 2000). Sin embargo, resultados
obtenidos en experimentos de infección con un virus mutante en NS1 con la capacidad
de unión a RNA muy afectada, indican que dicha actividad de unión a RNA no sería
necesaria (Donelan et al., 2003). Recientemente se ha observado la interacción directa
entre NS1 y el sensor RIG-1 (Mibayashi et al., 2007; Pichlmair et al., 2006). Por otra
parte se ha descrito que la infección con el virus delNS1 induce no sólo la síntesis de
IFN sino también la de RIG-I, MDA5 y MAVS (Opitz et al., 2006). Experimentos de
silenciamiento de dichos factores han demostrado que la activación del sistema IFN en
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respuesta a la infección por gripe viene mediada al menos en parte por el sensor RIG-I
pero no por MDA5 (Guo et al., 2006; Mibayashi et al., 2007; Opitz et al., 2006). Estos
mismos experimentos indican que NS1 interfiere a nivel de RIG-I, TPK1 y MAVS
evitando la activación de éstos.
3.3.2. NS1 inhibe la activación de PKR.
Una de las vías de defensa frente a la infección por patógenos que presentan las
células eucariotas está basada en la inhibición de la maquinaria traduccional de la célula
que se encuentra infectada. Este sistema implica la actuación de una quinasa
denominada PKR que se activa por unión a dsRNA o por interacción con el factor
PACT (Clemens and Elia, 1997; Galabru and Hovanessian, 1987) y también en
respuesta a IFN (Sen, 2000). La activación de PKR produce primero una
autofosforilación y posteriormente la fosforilación de la subunidad  del factor eIF2,
inhibiendo el reciclaje de la forma eIF2-GDP (inactiva) a eIF2-GTP (activa). Como
consecuencia de ello se inhibe la traducción celular.
En los primeros momentos de la infección por gripe este sistema basado en PKR
se activa (Katze, 1992) pero rápidamente es inhibido por la acción de algún producto
viral (Katze et al., 1986; Katze et al., 1988). Se han propuesto varios mecanismos que
explican dicha inhibición y alguno de ellos implica la actuación de la proteína NS1. Se
ha sugerido que el aumento en la expresión del factor inhibidor de PKR, P58IPK, que se
induce durante la infección, podría ser el responsable de que PKR se mantenga inactivo
(Lee et al., 1994). Por otra parte, en cuanto a los trabajos que han involucrado a NS1 en
la inhibición de PKR, algunos proponen la unión a dsRNA como mecanismo de acción
de NS1 (Hatada et al., 1999; Lu et al., 1995). Sin embargo, también se propone un
mecanismo directo en el que NS1 interacciona con PKR inhibiendo la actividad de ésta,
aunque hay discrepancias al respecto (Falcón et al., 1999; Li et al., 2006; Min et al.,
2007; Tan and Katze, 1998). Además, resultados obtenidos a partir de experimentos in
vitro sugieren la interacción de NS1 con el factor PACT (Li et al., 2006). Basados en
dicha interacción los autores de ese trabajo proponen que NS1 podría inhibir la
activación de PKR inducida no sólo por dsRNA sino también por PACT. Por otra parte,
en experimentos de infección de ratones PKR+/+ con el virus delNS1 se ha observado
que éste presenta un fenotipo muy atenuado, mientras que en la infección de ratones
PKR-/- presenta una virulencia muy similar al virus paterno PR8, que sí expresa la
proteína NS1 (Bergmann et al., 2000). Por lo tanto, parece claro que
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independientemente del mecanismo que esté implicado en la inhibición de la activación
de PKR, la proteína NS1 está involucrada y que de esta forma el virus mantiene
funcional la maquinaria traduccional que necesita para la síntesis de proteínas virales
(Figura 11).
3.3.3. NS1 inhibe la activación de la vía 2´-5´OAS/RNasaL.
La expresión del factor antiviral 2´-5´ OAS (2´-5´ oligo (A) synthetase), al igual
que PKR, se induce por la presencia de IFN. Dicho factor se activa en presencia de
dsRNA e induce la síntesis de 2´5´ OA (2´-5´ oligo adenylate), el cual activa a la
RNasaL que degrada los mRNAs. Esta vía constituye otra defensa importante frente a
Figura 11. Bloqueo de cascadas de señalización por parte de NS1. Se indican las
cuatro cascadas de señalización sobre las que actúa NS1: la cascada de PKR, la de 2´5´-
oligoadenilato sintasa, la de PI3K y la de JNK/c-Jun.
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infecciones y se ha observado que aunque la infección por el virus de la gripe la activa,
la acción de NS1 permite controlarla (Min and Krug, 2006). Experimentos de infección
con un virus mutante en la proteína NS1 indican que NS1 inhibe la activación de la vía
2´-5´ OAS/RNasaL inducida por la respuesta a IFN (Min and Krug, 2006) y sugieren
que de esta forma el virus evitaría la degradación masiva de los mRNAs entre los que se
incluyen los virales.
3.3.3. NS1 interacciona con distintas vías de señalización.
La infección por el virus de la gripe activa ciertas cascadas de señalización entre
las que se encuentran la vía MKK4/7-JNK (Kujime et al., 2000; Lin et al., 2001;
Ludwig et al., 2001) y la vía de PI3K (Hale et al., 2006).
Mediante experimentos de infección con el virus delNS1 se ha observado que la
replicación viral estimula la actividad transcripcional del factor AP-1 y sus genes diana,
mediante la vía MKK4/7-JNK (Ludwig et al., 2001). Se ha descrito también que la
expresión de NS1 inhibe la activación de la vía JNK así como la fosforilación del factor
c-Jun (Ludwig et al., 2002). Además, se ha relacionado la activación de la vía JNK/c-
Jun con la inducción de la apoptosis, hecho que también puede ocurrir en células
infectadas por gripe (Kujime et al., 2000; Schultz-Cherry et al., 1998; Schultz Cherry et
al., 2001). Aunque no se conoce el mecanismo de acción de NS1 sobre esta vía parece
que su inhibición evitaría la entrada en apoptosis de la célula infectada.
En cuanto a la vía de señalización de la PI3K, se ha descrito la interacción de NS1
con la subunidad reguladora p85 de PI3K durante la infección (Hale et al., 2006; Shin
et al., 2007). Además, se ha observado que tanto la infección como la expresión aislada
de NS1 inducen la fosforilación del factor Akt mediada por la vía de la PI3K. Estos
resultados junto con el dato de que el virus delNS1 no induce la fosforilación de Akt
(Ehrhardt et al., 2006) sugieren la participación de NS1 en la activación de la vía de
señalización PI3K-Akt. Un estudio reciente indica que dicha activación mediaría una
respuesta anti-apoptótica (Ehrhardt et al., 2007) y evitaría así que la célula infectada





Son muchas las funciones que se le han atribuido a la proteína NS1 durante la infección
por el virus de la gripe. Se ha propuesto su implicación en la inhibición de la respuesta
mediada por interferón así como en la regulación de la expresión génica a muy distintos
niveles entre los que se incluyen los procesos de splicing, el procesamiento del extremo
3´ de mRNAs celulares, la retención de mRNAs poliadenilados y la estimulación
traduccional de los mRNAs virales. Sin embargo, muchas de estas funciones se han
descrito en sistemas experimentales alejados de la infección, por lo que se hace muy
difícil valorar su relevancia real. Es por ello que en el laboratorio hemos intentado
estudiar la implicación de NS1 en algunas de las funciones, previamente descritas,
durante la infección. Con este objetivo Ana Falcón en el laboratorio desarrolló un
sistema de rescate de virus termosensibles que permitió la generación de una batería de
virus con mutaciones puntuales en la proteína NS1. El estudio de estos mutantes serviría
para aclarar la relevancia de algunas de las funciones atribuidas a NS1 durante la
infección e incluso describir nuevas posibles funciones.
Con estos antecedentes nos propusimos los siguientes Objetivos concretos:
1. Estudiar el fenotipo de un virus termosensible, el 11C, con mutaciones
puntuales en la proteína NS1.
2. Establecer un sistema transitorio de transcripción/replicación viral que
permitiera el estudio de los procesos de splicing y transporte de mRNAs virales.
3. Estudiar la implicación de la proteína NS1 en los procesos de splicing y
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MATERIALES BIOLÓGICOS
1. Líneas celulares eucariotas.
- MDCK: células de riñón de perro cedidas por T. Zürcher y obtenidas de la
ATCC.
- HEK-293T: células embrionarias humanas de riñón cedidas por T. Zürcher y
J.C. de la Torre (DuBridge et al., 1987).
- NIH 3T3 PKR -/-: fibroblastos de ratón que fueron cedidos por C. Weissmann
(Yang et al., 1995).
- Vero: células de mono verde adaptadas a crecer sin suero obtenidas de la
ATCC (Diaz et al., 1988).
2. Estirpes bacterianas.
- E. coli DH5genotipo supE44 lacU169 (80lacZM15) hsdR17 recA1
endA1 gyrA96 thi-1 relA1]: fue la cepa bacteriana utilizada para la amplificación de
todos los plásmidos.
3. Virus.
- Virus recombinantes derivados de la cepa de campo A/Victoria/3/75 con los
genes HA y M de la cepa adaptada a crecer en cerebro de ratón A/WSN/33:
HA/MWSN-3P/NPVicNS-wt, -11C, -V18A/R44K y -S195P (Garaigorta et al., 2005).
- Virus WSN A6: virus recombinante cedido por G. Brownlee y que deriva de la
cepa WSN. Presenta defectos en la poliadenilación del gen neuraminidasa (Poon et al.,
2000).
4. Plásmidos.
- Los plásmidos pCMVPB1, pCMVPB2, pCMVPA y pCMVNP, que codifican
los cDNAs de las subunidades de la polimerasa y NP de la cepa Victoria fueron
construidos y cedidos por J. Ortega (Falcón et al., 2004).
- El plásmido pHH21 fue cedido por G. Hobom y los plásmidos derivados de
éste, con los vRNAs de los segmentos de la cepa A/WSN/33 clonados bajo el promotor
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de la RNA polimerasa I humana fueron cedidos por Y. Kawaoka (Neumann et al.,
1999).
- Los plásmidos derivados del pHH21, con los vRNAs de los segmentos de la
cepa A/Victoria/3/75, así como los plásmidos pHHNSts81 y pHHNSts11C fueron
construidos y cedidos por A. Falcón y Y. Fernández (Falcón et al., 2004).
- Los plásmidos pGNP, pGEM-M1-5 y pGEM-NA-2 fueron cedidos por A.
Portela (Mena et al., 1994; Mena et al., 1996).
- El plásmido pBSK As fue cedido por F. Gebauer.
- Los plásmidos pHHdelNS1, pHHNSV18A/R44K, pHHNSS195P,
pHHNSR38A/K41A, pGEM-M1 EcoRI/ClaI y pGEM-NA AccI se obtuvieron a lo
largo de esta Tesis y su construcción se describe más adelante.
5. Anticuerpos.
Los anticuerpos primarios usados fueron los siguientes:
- NS1 5395: suero policlonal de conejo generado frente a la proteína
recombinante His-NS1 purificada a partir de bacteria. Se usó para análisis por Western-
Blot (WB) a la dilución 1:500 (Marión et al., 1997a).
- NS1 rat1: suero policlonal de rata generado frente a la proteína His-NS1
purificada en bacteria. Se usó para análisis por inmunofluorescencia (IF) a la dilución
1:1000.
- NP rat1: suero policlonal de rata cedido por I. Salanueva y generado frente a la
proteína His-NP purificada en bacteria. Se usó para análisis por WB e IF a la dilución
1:2000 en ambos casos.
- H179: monoclonal de ratón anti hemaglutinina (HA) de la cepa WSN cedido
por A. Douglas. Se usó para análisis por IF a la dilución 1:100.
- M234/1/G10: monoclonal de ratón anti neuraminidasa (NA) de la cepa
Victoria. Fue generado y cedido por A. Portela (Lopez et al., 1986; Suárez et al., 1992).
Se usó para análisis por IF a la dilución 1:50 y también para análisis por
inmunoprecipitación (IP).
- E10: monoclonal de ratón dirigido frente a un epítopo amino-terminal común
para las proteínas M1 y M2. Fue cedido por A. García-Sastre (Bourmakina and Garcia-
Sastre, 2005; Salvatore et al., 2002) y se usó para análisis por WB a la dilución 1:200.
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- NEP 979: suero policlonal de conejo cedido por J.A. López de Turiso y
generado frente a la proteína NEP purificada a partir de bacteria. Se usó para análisis
por IP.
- Actina: monoclonal de ratón anti -actina (Sigma). Se usó para análisis por
WB a la dilución 1:2000.
Los anticuerpos secundarios usados para WB se obtuvieron de Sigma y fueron:
- Cabra anti conejo unido a peroxidasa de rábano a la dilución 1:10000.
- Conejo anti rata unido a peroxidasa de rábano a la dilución 1:7000.
- Cabra anti ratón unido a peroxidasa de rábano a la dilución 1:3000.
Los anticuerpos secundarios para IF (Invitrogen) se usaron a la dilución 1:400 y
fueron:
- Alexa 594 anti conejo
- Alexa 594 anti rata
- Alexa 488 anti ratón
MÉTODOS
1. Manipulación de DNA y clonajes.
1.1. Construcción de los plásmidos mutantes de la serie pHHNS.
1.1.1. Plásmido pHHdelNS1.
Para obtener el plásmido que diera lugar al vRNA molde de delNS1, que fuera
capaz de expresar la proteína NEP pero no NS1, se realizó una mutagénesis dirigida
sobre el plásmido original pHHVicNS. Se introdujeron dos mutaciones puntuales que
generan dos codones de parada consecutivos al comienzo del intrón: R19Stop y
K20Stop. Para ello se utilizó el kit comercial QuickChangeTM Site-Directed
Mutagenesis Kit de Stratagene según las indicaciones del fabricante. Para la PCR se
usaron los oligos NS1mut1 y NS1mut2. Una vez obtenido el plásmido pHHdelNS1 se
secuenció para confirmar la presencia de las mutaciones introducidas.
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NS1mut1 5´ GCTTCCTTTGGCATGTCTGATAACAAATTGTAGACCAAGAACTAGG 3´
NS1mut2 5´ CCTAGTTCTTGGTCTACAATTTGTTATCAGACATGCCAAAGGAAGC 3´
1.1.2. Plásmido pHHVicNS R38A/K41A.
Con la finalidad de generar un plásmido que diera lugar a la expresión de una
proteína NS1 con el dominio de unión a RNA no funcional, se realizó una mutagénesis
dirigida sobre el plásmido original pHHVicNS introduciendo las mutaciones R38A y
K41A. Para ello se utilizó el kit comercial QuickChangeTM Site-Directed Mutagenesis
Kit de Stratagene según las indicaciones del fabricante. Para la PCR se usaron los oligos
NS1mut3 y NS1mut4. Una vez obtenido el plásmido pHHVicNS1 R38A/K41A se
secuenció para confirmar la presencia de las mutaciones introducidas.
NS1mut3 5´ TCGGCTTCGCGCAGATCAGGCGTCCCTAAGG 3´
NS1mut4 5´ CCTTAGGGACGCCTGATCTGCGCGAAGCCGA 3´
1.1.3. Plásmidos pHHVicNS V18A/R44K y pHHVicNS S195P.
Se partió del plásmido original pHHVicNSts11C que contiene las mutaciones
V18A/R44K/S195P. Dicho plásmido se digirió con las enzimas de restricción NcoI y
NheI obteniéndose dos fragmentos de 456 y 3272 pares de bases cada uno. Se
purificaron dichos fragmentos a partir de gel de agarosa junto con los fragmentos
equivalentes provenientes de la digestión del plásmido pHHVicNS. Se procedió a la
ligación del fragmento de mayor tamaño del pHHVicNS con el fragmento pequeño del
pHHNSts11C con el fin de obtener el plásmido mutante pHHVicNS V18A/R44K. De la
misma forma se procedió a la ligación del fragmento de mayor tamaño del
pHHNSts11C con el fragmento pequeño del pHHVicNS obteniéndose el plásmido
mutante pHHVicNS S195P.
Tabla 1. Oligonucleótidos usados para la obtención del plásmido mutante pHHdelNS1
por mutagénesis dirigida. En negrita se muestran los cambios de nucleótido introducidos.
Tabla 2. Oligonucleótidos usados para la obtención del plásmido mutante
pHHVicNS R38A/K41A por mutagénesis dirigida. En negrita se muestran
los cambios de nucleótido introducidos.
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1.2. Construcción de los plásmidos de la serie pGEM.
Los plásmidos de la serie pGEM como pGEM-M1 EcoRI/ClaI y pGEM-NA AccI
se generaron mediante un procedimiento de subclonaje. El plásmido pGEM-M1-5 se
digirió con las enzimas de restricción ClaI y EcoRI, se rellenaron los extremos por
incubación con el fragmento Klenow de la DNA polimerasa I y se circularizó por
ligación. De este modo se eliminaron unas secuencias pertenecientes al genoma de
SV40 que podrían interferir en los posteriores análisis. Al nuevo plásmido se le
denominó pGEM-M1 EcoRI/ClaI.
Utilizando la misma estrategia se generó el plásmido pGEM-NA AccI. Para ello
se utilizó el plásmido pGEM-NA digerido con la enzima de restricción AccI.
2. Cultivos celulares.
2.1. Mantenimiento de cultivos celulares.
Las líneas celulares MDCK y NIH 3T3 PKR-/- se cultivaron en medio DMEM
suplementado con aminoácidos no esenciales y suero fetal bovino (SFB) al 5%. La línea
celular HEK-293T se cultivó en medio DMEM suplementado con aminoácidos no
esenciales y SFB al 10%. Por último, la línea celular Vero se cultivó en el medio
comercial AIMV suplementado con aminoácidos no esenciales. Todas las líneas
celulares se mantuvieron a 37º C y con 5% de CO2.
2.2. Infecciones.
Las infecciones de células con los diferentes virus, tanto silvestres como
recombinantes, se realizaron a una multiplicidad de infección (mdi) de 10 (alta
multiplicidad) unidades formadoras de placa por célula (UFP/célula) o 10-3 (baja
multiplicidad), según se indique en cada experimento. Todas las infecciones se
realizaron sobre monocapas de células en una confluencia en torno al 100% y
subcultivadas el día anterior. Los inóculos de virus se prepararon en tampón PBS
completo (PBSc) suplementado con 5 g/ml de seroalbúmina bovina (SAB). Se retiró el
medio de cultivo de las células, se realizó un lavado con PBSc y se añadió el inóculo
viral. Se mantuvo el inóculo durante 1 hora a temperatura ambiente (TA) para que
tuviera lugar la adsorción del virus. Tras la hora de incubación se retiró el inóculo de
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virus y se incubaron las células con medio DMEM libre de suero durante el tiempo y a
la temperatura indicados en cada experimento. En los experimentos a baja multiplicidad
de infección dicho medió se suplementó con 2.5 g/ml de tripsina.
2.3. Transfecciones y reconstituciones de RNPs.
Tal y como se muestra en la Figura 12, se cotransfectaron células HEK-293T con
una mezcla de plásmidos que codifican las subunidades de la polimerasa (pCMVPB1,
pCMVPB2 y pCMVPA), NP (pCMVNP) y el vRNA molde del que se trate (pHH*) en
una relación en masa de 1:1:0,2:4:0,2. La mezcla de plásmidos se transfectó mediante
coprecipitación con fosfato cálcico (Graham and van der Eb, 1973; Wigler et al., 1977).
2.4. Fraccionamiento subcelular núcleo/citosol.
Para obtener extractos nucleares y citosólicos, se recogieron las células en tampón
PBSc y se centrifugaron 5 min a 2500 rpm. Se realizó un lisado de células mediante un
Figura 12. Reconstitución de RNPs recombinantes. Se cotransfectaron
células HEK-293T con los plásmidos de expresión de polimerasa viral y NP
(pCMVs) junto con el plásmido pHH correspondiente en cada caso. Las
transfecciones para los experimentos de splicing se realizaron usando el método
de fosfato cálcico.
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tampón isotónico (150 mM NaCl, 1.5 mM MgCl2, 10 mM Tris HCl pH 8.5)
suplementado con 0.5% NP40, 2 mM VRC y 1 mM DTT. Se realizaron dos
extracciones y centrifugaciones consecutivas tras las cuales se obtuvieron las fracciones
citosólica en el sobrenadante y nuclear en el precipitado.
3. Técnicas virológicas.
3.1. Generación de stocks de trabajo.
Se infectaron monocapas de células MDCK a baja mdi (10-2 o 10-3 UFP/célula).
Tras 36-40 horas de incubación a la temperatura correspondiente (32 o 37º C) y cuando
el efecto citopático observado alcanzaba el 50% de la monocapa, se recogieron los
sobrenadantes. Se centrifugaron durante 5 minutos a 4º C y 1400 rpm y los
sobrenadantes se recogieron y se guardaron congelados a -80º C.
3.2. Titulación de virus mediante ensayo de placa.
Se infectaron monocapas de células MDCK con diluciones decimales seriadas de
virus preparadas en tampón PBSc suplementado con 5 g/ml SAB y se incubaron
durante un mínimo de 48h a la temperatura correspondiente en cada caso y en un medio
semisólido que contenía DMEM, 0.7% agar, 1% DEAE-dextrano y 2.5 g/ml de
tripsina. Cuando las placas de virus resultaron visibles, las células se fijaron con 10%
formaldehído, se tiñeron con una solución de cristal violeta y se hizo un recuento de las
placas.
Para el cálculo del título viral se utilizó la siguiente formula:
3.3. Aislamiento de virus a partir de placa.
Se realizó un ensayo de placa y se seleccionó la dilución en la que las placas de
virus estuvieran suficientemente separadas entre sí. Se utilizaron pipetas Pasteur de
cristal con filtro para picar clones aislados. Cada clon se resuspendió en 500 l de PBSc
Factor de dilución Volumen de inóculo vírico (ml)
TÍTULO = Nº de placas x 1 x 1
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suplementado con 5 g/ml de SAB y dicha dilución se usó para inocular una nueva
monocapa de células MDCK y poder generar así un stock de virus a partir de un único
clon.
3.4. Curvas de crecimiento.
Se infectaron monocapas de células MDCK, Vero o NIH 3T3 PKR-/- a la
multiplicidad especificada en cada experimento y se recogieron alícuotas del
sobrenadante a distintos tiempos post-infección. Posteriormente, se analizó la
infectividad de dichos sobrenadantes realizando las correspondientes titulaciones tal y
como se indica en el apartado 3.2 de Materiales y Métodos.
3.5. Purificación de virus.
Los sobrenadantes de células infectadas se clarificaron centrifugándolos 10 min a
4º C y 10000 rpm. Posteriormente fueron sedimentados a través de un gradiente de
capas de sacarosa del 50% y 33% en TNE (100mM NaCl, 5mM EDTA, 50mM Tris-
HCl pH 7.5) durante 1 hora a 4º C y 40000 rpm en el rotor SW41. Se recogió la
interfase del 50 al 33%, se diluyó en tampón TNE y se centrifugó a través de un colchón
de sacarosa al 33% en TNE durante 1 hora a 4º C y 40000 rpm en el rotor SW41. El
sedimento se resuspendió en tampón Laemmli para su análisis por geles
desnaturalizantes de poliacrilamida.
3.6. Experimentos de cambio de temperatura (shift up/shift down).
Se infectaron monocapas de células con virus mutante y control a alta mdi. La
mitad de los cultivos se incubaron a temperatura permisiva (32º C) y la otra mitad a
temperatura restrictiva (39º C). A distintos tiempos post-infección los cultivos
incubados a 32º C se transfirieron a 39º C, mientras que los que se incubaron
inicialmente a 39º C se transfirieron a 32º C. Todos los cultivos se mantuvieron en
incubación hasta que se cumplió un ciclo infectivo. En ese momento se recogieron los
sobrenadantes y se analizó su infectividad a temperatura permisiva.
En paralelo con los experimentos de shift up/shift down se infectaron monocapas
subconfluentes de células y se fijaron a cada tiempo de cambio de temperatura para su
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posterior análisis por inmunofluorescencia tal y como se explica en el apartado 5.3 de
Materiales y Métodos.
3.7. Rescate de virus recombinantes con mutaciones puntuales.
Se utilizó el protocolo descrito (Neumann et al., 1999) pero adaptado y
modificado para rescatar la cepa A/Victoria/3/75 tal y como se resume en la Figura 13.
Brevemente, se cotransfectaron células HEK-293T con los plásmidos pHHVic con los
genes PB1, PB2, PA, NP, NA y NS1 así como los pHHWSN correspondientes a HA y
M. Por actuación de la RNA polimerasa I celular estos plásmidos dan lugar a los ocho
segmentos virales. Además, se cotransfectaron los plásmidos pCMV-PB1, -PB2, -PA y
-NP que dan lugar a la expresión de las tres subunidades de la polimerasa viral y NP. La
transfección se llevó a cabo a 32º C y usando el reactivo comercial FuGene (Roche)
según las indicaciones del fabricante. A las 16 horas post-transfección se tripsinizaron
las células transfectadas y se cultivaron junto con un exceso de células MDCK en medio
DMEM sin suero y suplementado con 2,5 g/ml de tripsina. Cuando el efecto citopático
fue de alrededor de un 50%, se recogió el sobrenadante, se realizó un ensayo de placa y
se aislaron clones individuales como se describe en los apartados 3.2 y 3.3 de
Materiales y Métodos. Se prepararon lotes de trabajo de dichos clones, a partir de los
Figura 13. Rescate de virus recombinantes por medio de la cotransfección de plásmidos.
Se cotransfectaron células HEK-293T con los ocho plásmidos que codifican los segmentos
virales (pHH) y los plásmidos de expresión de polimerasa viral y NP (pCMVs). De esta forma
si en una única célula se encuentran todos estos elementos, se da la reconstitución de las ocho
RNPs virales que al replicar y transcribir darán lugar a todos los productos virales necesarios
para la obtención de una progenie viral.
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cuales se aisló el RNA, se amplificó el segmento NS de cada clon por RT-PCR y se
secuenció tal y como se describe en los apartados 4.1.1 y 4.4.3 de Materiales y
Métodos.
3.8. Microscopia electrónica de células infectadas.
Se infectaron monocapas de células MDCK con virus mutante o control a alta
mdi. La mitad de los cultivos se incubaron a temperatura permisiva (32º C) y la otra
mitad a temperatura restrictiva (39º C). A los tiempos indicados en cada caso, se lavaron
las células y se les añadió una solución fijadora compuesta por una mezcla de 2%
Glutaraldehído y 1% Ác. Tánico en 0.4 M HEPES pH 7.12. Se mantuvieron con dicha
solución fijadora durante 1 hora a TA, tras la cual se recogieron las células y se
centrifugaron 3 min a TA y 10000 rpm. Se eliminó la solución fijadora y se realizaron 3
lavados con el tampón 0.4 M HEPES pH 7.12. Tras este proceso de fijación se continuó
con un protocolo clásico de inclusión, corte, tinción y visualización por microscopía
electrónica previamente descrito (Salanueva et al., 1999). Brevemente, una vez lavadas
las células se las sometió a un proceso de post-fijación con una mezcla de 1% tetróxido
de osmio y 0.8% ferricianida potásica en agua destilada durante 1 hora a 4º C. Tras 4
lavados con el tampón 0.4 M HEPES pH 7.12, las muestras se trataron con 2% acetato
de uranilo, se lavaron nuevamente y se sometieron a deshidratación realizando lavados
de 10 min a 4º C con concentraciones crecientes de acetona (50, 70, 90 y 100%).
Posteriormente se incluyeron en una resina epoxi EML-812 (Taab Laboratorios) durante
un día a TA. La polimerización de las muestras incluidas en la resina se realizó durante
3 días a 60º C. Las secciones ultrafinas (20 a 30 nm de grosor) obtenidas en el
ultramicrotomo se recogieron sobre rejillas cubiertas de plástico y láminas de carbón, y
su tinción se realizó con acetato de uranilo saturado y citrato de plomo. Tras el secado,
las muestras se estudiaron usando un microscopio electrónico JEOL 1200 EX II.
3.9. Rescate de título viral mediante el uso de neuraminidasa exógena.
Para el rescate de virus deficiente en neuraminidasa, se infectaron cultivos de
células MDCK a multiplicidad de infección de 10-3 UFP/célula y se incubaron en
DMEM suplementado con 2.5 g/ml de tripsina y 0.5 mU/ml de neuraminidasa de
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Clostridium perfringens (Sigma). Los sobrenadantes se recogieron cuando el efecto
citopático era aparente y se titularon a temperatura permisiva.
3.10. Infecciones mixtas.
Se infectaron monocapas de células MDCK al mismo tiempo con dos virus con la
finalidad de estudiar si el virus mutante se comportaba como dominante negativo frente
al virus control. Para asegurarse de que las células que hubieran sido infectadas por el
virus control también lo estaban siendo por el virus mutante, se infectaron las
monocapas a una multiplicidad de 2 con el virus control y de 10 con el virus mutante.
Tras los tiempos indicados en cada experimento se recogieron los sobrenadantes y se
analizó su infectividad por ensayo de placa tal y como se indica en el apartado 3.2 de
Materiales y Métodos.
4. Análisis de RNAs.
4.1. Purificación de RNA.
4.1.1. Aislamiento de RNA a partir de viriones.
Los viriones presentes en el sobrenadante de células infectadas previamente se
incubaron durante 1 hora a 37º C en TNE, 0.5% SdS y proteinasa K (1 g/ml). A
continuación, las muestras se fenolizaron dos veces y precipitaron con 2.5 volúmenes de
etanol absoluto durante una noche a -20º C. Al día siguiente los precipitados se lavaron
en dos ocasiones con 2.5 volúmenes de etanol al 75%, se secaron en el speed-vac y se
resuspendieron en un tampón que contenía 10 mM MgCl2, 1 mM DTT, 1 U/l del
inhibidor de RNAsas HPRI (Amersham) y 50 mM Tris HCl pH 7.5. Se trataron las
muestras con DNAsa libre de RNAsas (1U/g DNA) durante 1h a 37º C, se volvieron a
fenolizar dos veces y se precipitaron con etanol tal y como se ha descrito anteriormente.
4.1.2. Aislamiento de RNA total celular.
El RNA total celular se extrajo usando el reactivo ULTRASPEC RNA Isolation
Reagent (Biotecx) siguiendo en todo momento las indicaciones del fabricante.
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4.1.3. Aislamiento de RNA de fracciones nucleares y citosólicas.
Las fracciones nuclear y citosólica se obtuvieron como se indica en el apartado 2.4
de Materiales y Métodos. El RNA de la fracción citosólica se aisló como se describe en
el apartado 4.1.1, mientras que el de la fracción nuclear se obtuvo utilizando el reactivo
ULTRASPEC RNA Isolation Reagent (Biotecx).
4.2. Purificación de RNA mensajero (mRNA) por cromatografía de oligo-dT-
celulosa.
La purificación del mRNA total se realizó mediante cromatografía de afinidad a
una resina de oligo-dT celulosa (Sigma). Las muestras de RNA total obtenidas
previamente y resuspendidas en H2O DEPC se llevaron hasta 0.5% sarcosil y se
mantuvieron a 100º C durante 3 min. A continuación se llevaron a un buffer con
concentraciones finales de 0.5 M ClNa, 0.5% sarcosil y 10 mM Tris HCl pH 7.5. Tras
equilibrar la resina en el mismo tampón se aplicó la muestra, se incubó 1 min y se
centrifugó 1 min a 1500 rpm. Lo que no quedó retenido en este primer paso se volvió a
aplicar a la resina y al segundo sobrenadante lo denominamos fracción poly A-. Tras
varios lavados con el tampón de unión, se eluyó el mRNA en dos pasos: primero se
aplicó 1% sarcosil y tras su incubación y centrifugación se añadió un volumen
equivalente de H2O DEPC. Dichas eluciones se mezclaron y se las denominó fracción
poly A+.
En los experimentos de análisis del splicing, en los que la pureza del mRNA es un
factor crítico, la fracción poly A+ se sometió a un nuevo paso de cromatografía sobre
oligo-dT-celulosa para intentar purificar el mensajero lo máximo posible.
4.3. Análisis de la estabilidad de mRNAs virales.
Para estudiar la estabilidad de los mRNAs de NS1 y NEP se realizó una
transfección de los plásmidos necesarios para la reconstitución de RNPs tal y como se
explicó en el apartado 2.3 de Materiales y Métodos. Tras 36h de reconstitución, se
cambió el medio a las células añadiendo DMEM suplementado con 50 g/ml de
Actinomicina D (Sigma). A los distintos tiempos post-tratamiento indicados, se
prepararon extractos de RNA total celular y se purificó el mRNA para analizar la
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acumulación de los mRNAs de NS1 y NEP siguiendo las indicaciones de los apartados
4.1.2 y 4.2 de Materiales y Métodos.
Con la finalidad de controlar de alguna forma el factor de recuperación de la
extracción del RNA y la cromatografía oligo-dT-celulosa se añadió a todas las muestras
una cantidad conocida de un RNA transcrito in vitro que contiene una secuencia poly
A+, tal y como se explica más adelante.
4.4. Detección y cuantificación del RNA.
4.4.1. Hibridación Dot-Blot.
Los RNAs purificados como se ha descrito se mezclaron con un buffer
desnaturalizante que contenía 10XSSC y 7.5% formaldehído (Sigma) y preparado en
H2O DEPC. Una vez hervidas las muestras, se fijaron en un filtro de nylon y se
hibridaron usando sondas específicas para cada caso preparadas tal y como se explicará
en el apartado 6 de Materiales y Métodos.
Para la hibridación, se incubó el filtro en un tampón de prehibridación (6XSSC,
0.5% SdS, 5X Denhardt´s, 40% Formamida desionizada (Sigma) y 100 g/ml DNAss
en H2O DEPC) a 37º C durante al menos 2h. Posteriormente se desnaturalizó la sonda
manteniéndola a 100º C durante 3 min y se añadió sobre el tampón de prehibridación.
La incubación se mantuvo durante toda la noche a 37º C. Al día siguiente se recuperó la
sonda no hibridada y se realizaron lavados usando diferentes tampones de lavado según
cada hibridación. En todas las hibridaciones se comenzó haciendo lavados de 30 min a
37º C con un tampón que contenía 6XSSC y 0.5% SdS en H2O DEPC. Tras realizar
exposiciones con pantallas de Phosphorimager se evaluó la necesidad de seguir
realizando lavados dependiendo de la relación señal/ruido. En los casos en los que se
necesitó realizar lavados más estrictos se utilizaron tampones con una menor
concentración tanto de sales como de detergente hasta llegar al tampón 0.5XSSC y
0.1% SdS en H2O DEPC. Una vez alcanzado este punto y si la relación señal/ruido
seguía siendo baja, se realizaron lavados con dicho tampón pero subiendo la
temperatura de manera gradual hasta alcanzar los 65º C. En todo el proceso de lavados
entre uno y otro se monitorizó la relación señal/ruido realizando exposiciones con
pantallas de Phosphorimager.
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4.4.2. Ensayo de protección a ribonucleasas.
Los RNAs purificados como se ha descrito se precipitaron junto a un exceso molar
de una sonda específica. Tras lavar los precipitados, se resuspendieron en un buffer de
hibridación (80% formamida desionizada, 0.4 M NaCl, 5 mM EDTA, 40 mM Pipes pH
6.4) y se cubrieron las mezclas con aceite mineral. Se incubaron primero durante 5 min
a 85º C y posteriormente a 50º C durante toda una noche. Al día siguiente se realizó un
tratamiento mixto con las ribonucleasas RNAsa A y RNAsa T1 durante 2h a 37º C en
un tampón que contenía 0.3 M NaCl, 5 mM EDTA y 10 mM Tris HCl pH 7.5. Ambas
ribonucleasas cortan RNA de cadena simple, pero mientras que la RNAsa A lo hace
después de citosinas (C) y uridinas (U), la RNAsa T1 corta después de guaninas (G).
Tras un tratamiento con proteinasa K y SdS, fenolización y precipitación tal y como se
describe en el apartado 4.1.1 de Materiales y Métodos, los RNAs se resuspendieron en
tampón de formamida (Bionova) y se analizaron por electroforesis en geles
desnaturalizantes de poliacrilamida-6 M Urea y posterior autoradiografía.
4.4.3. RT-PCR.
Se utilizó la técnica de RT-PCR con la finalidad de obtener el cDNA del segmento
8 a partir del RNA aislado de los virus recombinantes. Dicho cDNA fue usado
posteriormente para comprobar las mutaciones introducidas en los virus mutantes. Se
utilizó el kit Titan One Tube RT-PCR System (Roche) y oligonucleótidos específicos
para amplificar el segmento 8 del virus, siguiendo siempre las recomendaciones del
fabricante. Los oligonucleótidos utilizados se presentan en la siguiente tabla.
3´ term NS (-) 5´ ACAAGGGTGTTTTTTATCAT 3´
5´ term NS (+) 5´ AGCAAAAGCAGGGTGACAAA 3´
La técnica de RT-PCR se utilizó también para la obtención de un molde de cDNA
de rRNA 28S que se utilizaría posteriormente para generar una sonda marcada
radiactivamente tal y como se explica en el apartado 6.1 de Materiales y Métodos.
Tabla 3. Oligonucleótidos usados para la amplificación del segmento
8 de la cepa A/Victoria/3/75 por RT-PCR.
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5. Análisis de proteínas.
5.1. Marcaje metabólico in vivo de proteínas virales.
El marcaje in vivo de proteínas virales se llevó a cabo según el protocolo
previamente descrito (Zurcher et al., 2000). Brevemente, las células fueron infectadas o
transfectadas para la reconstitución de RNPs, según cada experimento. A distintos
tiempos post-infección o transfección se lavaron las células y se mantuvieron durante 30
min en medio DMEM carente de los aminoácidos metionina y cisteína. A continuación,
se incubaron las células durante 1h con el mismo medio suplementado con 35S-Met/Cys
(200 Ci/ml). Tras el marcaje, se recogieron los extractos totales en tampón Laemmli y
se analizaron por electroforesis en geles de poliacrilamida y autoradiografía.
En los experimentos de inmunoprecipitación de proteínas marcadas in vivo, se
recogieron las células en tampón PBSc, se prepararon extractos en tampón TNE-1%
NP40 y se continuó con el protocolo tal y como se describe en el apartado 5.5 de
Materiales y Métodos.
5.2. Deglicosilación de proteínas presentes en extractos celulares.
En algunos experimentos, tras el marcaje in vivo de proteínas virales se realizó un
tratamiento de deglicosilación. Para ello se recogieron las células en tampón PBSc y se
prepararon extractos en tampón TNE-1% NP40. Se les añadió un tampón denominado
Glycoprotein Denaturing Buffer (New England Biolabs) y se desnaturalizaron las
muestras hirviéndolas durante 10 min. Se incubaron los extractos con la enzima PNGase
F (New England Biolabs) durante 3h a 37º C según las indicaciones del fabricante y se
analizaron los resultados por electroforesis en geles de poliacrilamida y posterior
autoradiografía.
5.3. Inmunofluorescencia.
Se prepararon cultivos de MDCK o HEK 293-T sobre cristales de 10 mm de
diámetro. Tras su infección o transfección, las células se lavaron con PBSc, se fijaron
durante 20 min con formaldehído al 3% a TA y se permeabilizaron con 0.5% Triton X-
100 durante 5 min. Las células se bloquearon con PBS 3% SAB y se incubaron con los
anticuerpos primarios correspondientes en cada experimento durante 1h a TA. Tras
realizar 3 lavados con PBS 0.05% SAB, se incubaron con anticuerpos secundarios
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marcados con fluoróforos durante otra hora a TA y en oscuridad. Finalmente, las células
se lavaron con PBSc y las preparaciones se montaron con ProLong (Invitrogen). Las
imágenes se tomaron con un microscopio de fluorescencia Leica.
Para el experimento de detección por inmunofluorescencia de la HA presente en la
superficie celular, se fijaron cultivos de células durante 20 min a TA con formaldehído
al 3% y se realizó la inmunofluorescencia sin someter a las células al tratamiento de
permeabilización previo.
5.4. Western Blot.
Los extractos totales de células se separaron mediante electroforesis en gel de
SdS-poliacrilamida y se transfirieron a membranas de Immobilon, las cuales se
saturaron con 3% SAB o 3% leche desnatada en PBS durante 1 h a temperatura
ambiente. Las membranas se incubaron con el anticuerpo primario correspondiente
durante 1 h a TA. Después de realizar 3 lavados de 20 minutos cada uno con PBS-
0.25% Tween 20, se incubaron otra hora con IgG de cabra anti-conejo, anti-ratón o anti-
rata conjugados con peroxidasa. Tras realizar otros 3 lavados de 20 minutos con PBS-
0.25% Tween 20 se revelaron mediante quimioluminiscencia (Amersham).
5.5. Inmunoprecipitación.
Las inmunoprecipitaciones se llevaron a cabo según el protocolo descrito
previamente (Falcón et al., 1999). Brevemente, por una parte se prepararon extractos
solubles de células infectadas, transfectadas o controles sin tratamiento, usando el
tampón TNE con 1% NP-40. Por otra parte, se preformaron los complejos de la resina,
proteína A-Sepharosa, y el anticuerpo específico. Finalmente, se incubaron los extractos
con los complejos de anticuerpo preformados. Tras 10 lavados con el mismo tampón de
incubación, el material unido se eluyó con tampón Laemmli y las muestras se analizaron
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida y autoradiografía.
Materiales y Métodos 69
6. Preparación de sondas para detección de RNAs.
6.1. Sondas de DNA.
6.1.1. Preparación del molde 28S.
Se aisló RNA total de células MDCK usando el reactivo ULTRASPEC RNA
Isolation Reagent siguiendo las especificaciones del fabricante. Dicha muestra de RNA
celular se utilizó como molde para la amplificación de un fragmento de alrededor de
100 pb de DNA por RT-PCR tal y como se explica en el apartado 4.4.3 de Materiales y
Métodos. Se utilizaron oligonucleótidos específicos para la amplificación de un
fragmento correspondiente al RNA 28S, que se muestran en la siguiente tabla.
28S 3´ 5´ GACGAGGCATTTGGCTACCTTA 3´
28S 5´ 5´ TTCTGCCCAGTGCTCTGAATGT 3´
6.1.2. Síntesis de la sonda 28S por PCR asimétrica.
La sonda 28S se generó por copia reiterada del molde utilizando un único oligo de
PCR en presencia de 32P-dTTP. El oligonucleótido usado fue el 28S 3´ (Tabla 4), de
secuencia idéntica al mRNA 28S.
6.2. Sondas de RNA.
6.2.1. Molde para las ribosondas de NP, M, NA y marcador de recuperación
de la cromatografía oligo-dT-celulosa.
Se linearizaron los plásmido pGNP, pGEM-M1 EcoRI/ClaI y pGEM-NA AccI
con el enzima de restricción EcoRI o HindIII según se quisiera obtener un molde para
transcribir con la RNA polimerasa SP6 o T7. En el caso del plásmido pBSK As, se
linearizó usando el enzima de restricción KpnI para ser transcrito posteriormente con la
RNA polimerasa T3. Se purificaron los plásmidos digeridos extrayéndolos a partir de
gel de agarosa y se les sometió a un tratamiento con proteinasa K, SdS, fenolización y
Tabla 4. Oligonucleótidos usados para la amplificación de
un fragmento de 100 pb del RNA 28S por RT-PCR.
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posterior precipitación con etanol absoluto tal y como se describe en el apartado 4.1.1
de Materiales y Métodos.
6.2.2. Molde para la ribosonda de los ensayos de protección a ribonucleasas.
Se amplificó por PCR un fragmento de 192 nucleótidos de longitud perteneciente
a la secuencia del gen NS. Para ello se usó como molde el plásmido pHHVicNS y los




5´ term NS (+) 5´ AGCAAAAGCAGGGTGACAAA 3´
6.2.3. Transcripciones in vitro de las ribosondas.
La transcripción in vitro de ribosondas marcadas radiactivamente se llevó a cabo
usando los moldes descritos anteriormente en los apartados 6.2.1 y 6.2.2 de Materiales y
Métodos. Para la detección de los vRNAs virales se usaron los moldes digeridos con el
enzima HindIII y transcritos con la RNA polimerasa T7, mientras que para la detección
de los mRNAs se utilizaron los moldes digeridos con EcoRI y transcritos con la RNA
polimerasa Sp6. Para generar tanto la ribosonda de los experimentos de ensayo de
protección a ribonucleasas como la del factor de recuperación de la cromatografía sobre
oligo-dT-celulosa, se utilizó la RNA polimerasa T3.
Todas las reacciones de transcripción in vitro se realizaron a 37º C durante 2h en
un tampón de transcripción comercial (Roche) común para las tres RNA polimerasas.
La mezcla de reacción contenía: H2O DEPC, entre 300 y 600 ng de molde de DNA,
tampón de transcripción 1X (6 mM MgCl2, 10 mM DTT, 2 mM espermidina, 40 mM
Tris-HCl pH 8), 0.5 mM de una mezcla de ATP, CTP y UTP, 10 M GTP, 20 unidades
del inhibidor de RNAsas HPRI, 10 unidades de la RNA polimerasa T7, T3 o SP6
(Roche) y 25 Ci de 32P-GTP (400mCi/pmol).
Tabla 5. Oligonucleótidos usados para la amplificación de un fragmento del gen de NS por
PCR. Los nucleótidos en cursiva indican la secuencia del promotor de la RNA polimerasa T3,
mientras que la zona subrayada indica la presencia de una secuencia irrelevante y que no tiene
complementariedad con el plásmido molde.
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6.2.4. Purificación de las ribosondas.
Todas las ribosondas generadas anteriormente se sometieron a un tratamiento con
10 unidades de DNAsa libre de RNAsas durante 1h a 37º C. Posteriormente se
fenolizaron y se purificaron a través de columnas preparadas con la resina Sephadex
G50-80 (Sigma) y saturadas con 100 g de RNA de levadura.
Además de dicha purificación, la ribosonda utilizada para los ensayos de
protección a ribonucleasas se purificó más exhaustivamente mediante extracción a partir
de gel desnaturalizante de poliacrilamida-6 M Urea. Para ello se escindió la zona de gel
correspondiente a la banda de la ribosonda y se incubó en un tampón de extracción (0.5
M AcNH4, 10 mM Ac2Mg y 0.1% SdS en H2O DEPC) durante una noche a 37º C. Tras
centrifugación durante 5 min a 12000 rpm a TA se recogió el sobrenadante y se






1. IMPLICACIÓN DE LA PROTEÍNA NS1 EN LOS PROCESOS DE
MADURACIÓN Y TRANSPORTE DE LOS mRNAs DERIVADOS DE SU
PROPIO SEGMENTO
A lo largo de las últimas tres décadas son muchos los trabajos que han tenido como
objetivo estudiar la implicación de la proteína NS1 en los procesos de maduración y
transporte tanto de mRNAs celulares como virales. La gran mayoría de los
experimentos se han realizado en sistemas muy alejados de la infección como son
ensayos in vitro o sobreexpresión de genes marcadores junto con NS1, usando para ello
plásmidos con promotores de la RNA PolII celular. Todos estos estudios han generado
una gran cantidad de resultados, algunos de los cuales resultan contradictorios. Con
estos antecedentes, en el laboratorio hemos intentado analizar la implicación de NS1 en
esos procesos utilizando para ello sistemas más cercanos a la infección.
1.1. Utilización del sistema de reconstitución de RNPs para expresar diferentes
replicones derivados del segmento NS.
Con el objetivo final de responder a la cuestión de si la proteína NS1 regula la
maduración y el transporte de los mRNAs derivados de su propio segmento, se utilizó el
sistema de reconstitución de RNPs. Este sistema consiste en la cotransfección de los
plásmidos que expresan la polimerasa viral y NP junto con el plásmido que da lugar al
vRNA molde, tal y como se describe en el apartado 2.3 de Materiales y Métodos
(Figura 12). De esta forma se establece un sistema de transcripción-replicación viral
transitorio que permite estudiar los procesos de transcripción, replicación y expresión
génica virales sin tener en cuenta otros procesos que tienen lugar durante la infección
(Mena et al., 1996; Ortega et al., 2000). Por lo tanto, nos permite trabajar en un sistema
experimental más sencillo que la infección per se, pero reflejando lo que ocurre en el
sistema de infección durante los pasos de transcripción y replicación. Mediante la
utilización de diferentes replicones del segmento NS hemos evaluado la implicación de
la proteína NS1 en el splicing de sus transcritos primarios, así como en el transporte
núcleo-citosólico de los mRNAs derivados de éstos. En la Figura 14 se muestra de
manera esquematizada cada uno de los replicones utilizados para el estudio. También se
muestran sus características principales respecto de unión a RNA y actividad del
dominio efector.
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1.1.1. Análisis de la síntesis de las proteínas NS1 y NEP a partir de los
distintos replicones.
Antes de realizar el estudio de los RNAs derivados de cada replicón se analizó el
correcto comportamiento de los replicones en lo que a la expresión de los mismos se
refiere, comenzando por la síntesis de las proteínas NS1 y NEP. Se llevaron a cabo
reconstituciones de RNPs con cada tipo de replicón y tras 36 horas se realizó un pulso
de marcaje radiactivo con 35S-Met/Cys, tal y como se describe en el apartado 5.1 de
Materiales y Métodos. Los resultados mostrados en la Figura 15 indicaron la aparición
de dos bandas en la muestra del replicón wt que no estaban presentes en la muestra
Mock y que por su movilidad se correspondían con las proteínas NS1 y NEP. Como era
de esperar, se observó una síntesis correcta de la proteína NS1 en todos los replicones
excepto en el replicón delNS1. Además, la síntesis de NS1 resultaba ser de niveles
comparables en todos los casos. Hay que destacar que la proteína delecionada NS1 81,
que deriva de la expresión del replicón NS 81, contiene muy bajo número de residuos
de Met y Cys, y de ahí el menor marcaje observado.
Figura 14. Estructura y características de las distintas proteínas NS1 expresadas a
partir de los replicones NS. Se indica la localización del dominio de unión a RNA (RBD),
dominio efector (ED), dominio de unión a eIF4G (eIF4G-BD), las señales de localización
nuclear (NLS-1 y NLS2), la señal de exportación nuclear (NES) y los sitios de splicing (5´-ss
y 3´-ss). Se indican también las posiciones de los codones stop introducidos por mutación en
los replicones delNS1 y NS 81. Las mutaciones presentes en los replicones R38A/K41A y
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replicones. A las 36 hpt se realizó un marcaje metabólico con 35S Met-Cys durante 1h y se
prepararon extractos totales de células. Dichos extractos se analizaron mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida y posterior autoradiografía. Las células que
contenían los replicones NS 81 y 11C se incubaron tanto a temperatura permisiva (32º C)
como restrictiva (39º C). La posición de las proteínas virales NS1 y NEP se indica en la
parte derecha del panel, mientras que la movilidad de los marcadores de peso molecular
(PM) se muestra en la parte izquierda.
Figura 16. Síntesis de la
proteína NEP codifi-
cada por los distintos
replicones NS. Se trans-
fectaron o pseudotrans-
fectaron (Mock) mono-
capas de células HEK-
293T subconfluentes con
los plásmidos adecuados
para establecer la recons-
titución de RNPs de los
distintos replicones. A las
36 hpt se realizó un mar-
caje metabólico con 35S
Met-Cys durante 1h y se
prepararon extractos so-
lubles de células. Se in-
munoprecipitaron los ex-
tractos usando un anti-
cuerpo específico frente a
a NEP y un anticuerpo irrelevante como control. Dichos inmunoprecipitados se analizaron
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida y posterior autoradiografía. Las células
que contenían los replicones NS 81 y 11C se incubaron tanto a temperatura permisiva (32º
C) como restrictiva (39º C). La posición de las proteínas virales NS1 y NEP se indica en la
parte derecha del panel, mientras que la movilidad de los marcadores de peso molecular
(PM) se muestra en la parte izquierda. ET, extractos totales; I, inmunoprecipitado con
















Para confirmar la correcta expresión de la proteína NEP, se analizó su presencia
en inmunoprecipitados de cultivos donde se habían reconstituido RNPs de los distintos
replicones, tal y como se describe en los apartados 5.1 y 5.5 de Materiales y Métodos.
Para ello se utilizaron un anticuerpo específico frente a la proteína NEP y un anticuerpo
irrelevante como control. Tal y como se observa en la Figura 16 la síntesis de NEP fue
correcta y de niveles comparables en todos los casos excepto en el replicón delNS, en el
que se sintetizaba una menor cantidad de NEP. Esta diferencia podría deberse a que
dicho replicón no expresa la proteína NS1, que ha sido implicada en el aumento de la
traducibilidad de los mRNAs virales. Por lo tanto, al no expresar NS1 indirectamente
expresaría menos NEP.
1.1.2. Análisis de la acumulación y localización de las distintas formas de NS1.
Una vez confirmada la correcta síntesis de las proteínas NS1 y NEP, se analizó
también la acumulación y localización subcelular de NS1. Para ello se realizaron
experimentos de reconstitución de RNPs con cada uno de los replicones y tras 36 horas
Figura 17. Acumulación de la proteína NS1 codificada por los distintos
replicones NS. Se transfectaron o pseudo-transfectaron (Mock) monocapas de células
HEK-293T subconfluentes con los plásmidos adecuados para establecer la
reconstitución de RNPs de los distintos replicones. A las 36 hpt se prepararon
extractos totales de células y se analizó la acumulación de la proteína NS1 por WB
usando un anticuerpo policlonal específico frente a la proteína NS1. Como control de
carga se realizó un WB con un anticuerpo monoclonal frente a -actina. Las células
que contenían los replicones NS 81 y 11C se incubaron tanto a temperatura permisiva
(32º C) como restrictiva (39º C). La posición de las proteínas NS1 y -actina se indica
en la parte derecha del panel, mientras que la movilidad de los marcadores de peso
molecular (PM) se muestra en la parte izquierda. El anticuerpo utilizado frente a NS1
















se analizó la acumulación y localización de NS1 por WB e IF respectivamente, tal y
como se describe en los apartados 5.4 y 5.3 de Materiales y Métodos. Al igual que se
observaba en los experimentos de síntesis, los niveles de NS1 eran comparables en
todos los casos (Figura 17). Cabe destacar que el anticuerpo utilizado frente a la
proteína NS1 es incapaz de detectar la proteína truncada NS1 81 por lo que no podemos
confirmar que se acumule en las mismas cantidades que la proteína NS1 silvestre.
En cuanto al análisis por IF de la expresión de NS1, los resultados mostraron que
una gran proporción de las células en los cultivos expresaban la proteína NS1











Figura 18. Localización intracelular de la proteína NS1 expresada a partir de los
distintos replicones NS. Se transfectaron o pseudo-transfectaron (Mock) monocapas de
células HEK-293T subconfluentes con los plásmidos necesarios para establecer la
reconstitución de RNPs de los distintos replicones. A las 36 hpt se fijaron los cultivos y se
procesaron para análisis por IF usando un anticuerpo policlonal frente a la proteína NS1.
Se realizó un doble marcaje de lo cultivos con Dapi para teñir el núcleo de las células. Los
cultivos que contenían los replicones NS 81 y 11C se incubaron tanto a temperatura
permisiva (32º C) como restrictiva (39º C).
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se pudo confirmar que en todos los casos NS1 estaba presente tanto en el núcleo como
en el citosol de las células. La confirmación de que la localización de NS1 era en gran
parte nuclear es de gran importancia ya que las funciones de splicing y transporte
requieren de su presencia en el núcleo.
1.2. Estudio de la estabilidad de los mRNAs del segmento NS.
Antes de abordar el estudio de la posible función que la proteína NS1 podía
desempeñar en la regulación de los procesos de maduración y transporte de los mRNAs
derivados del segmento 8, se quiso analizar si la expresión de NS1 podía alterar la
estabilidad tanto del mRNA de NS1 como el de NEP.
Para ello se realizaron experimentos de reconstitución de RNPs usando los
replicones wt o delNS1. A las 36h post-transfección se realizó un tratamiento con
Actinomicina D y a los tiempos post-tratamiento indicados se aisló el RNA total celular.
La fracción poly (A) de dichas muestras se analizó mediante ensayo de protección a
Figura 19. Estabilidad de
los mRNAs virales de NS1
y NEP. Se transfectaron
monocapas de células HEK-
293T subconfuentes con los
plásmidos apropiados para
establecer la reconstitución
de las RNPs wt y delNS1. A
las 36 hpt se añadió acti-
nomicina D a los cultivos y
a los distintos tiempo post-
tratamiento indicados en la
figura se aisló el RNA total.
Se purificó la fracción poly
(A) mediante cromatografía
de oligo-dT-celulosa y la
cantidad de mRNA de NS1
y NEP se cuantificó median-
te ensayo de protección a
RNAsas con una sonda que
permitía distinguir ambos
mRNAs. Se muestran los re-
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RNAsas utilizando para ello una ribosonda que permitía distinguir entre los transcritos
colineal (mRNA de NS1) y procesado (mRNA de NEP) tal y como se describe en los
apartados 4.3 y 4.4.2 de Materiales y Métodos. Los resultados se muestran en la Figura
19. Los valores para las vidas medias de ambos mRNAs, mostrados en la Tabla 6,
indicaron que la presencia o ausencia de la proteína NS1 no alteraba la estabilidad de
dichos mRNAs. Por lo tanto, la acumulación relativa de los mRNAs de NS1 y NEP
podía ser usada como medida de la eficacia de splicing.
mRNA NS1 mRNA NEP
wt exp 1 7 h 5,2 h
wt exp 2 6,3 h 5 h
delNS1 exp 1 8,3 h 4,9 h
delNS1 exp 2 6,8 h 4,9 h
1.3. Estudio de la implicación de la proteína NS1 en el splicing de su propio
transcrito.
Para estudiar la implicación de la proteína NS1 en la regulación del proceso de
splicing de su propio transcrito, se utilizó el sistema de reconstitución de RNPs y la
batería de replicones descrita anteriormente. Tras 36h de reconstitución se aisló el RNA
total celular y se purificó el mRNA por medio de la cromatografía oligo-dT-celulosa tal
y como se describe en los apartados 4.1.1 y 4.2 de Materiales y Métodos. El mRNA
presente en dichas muestras se analizó y cuantificó por medio del ensayo de protección
a RNAsas utilizando para ello la misma ribosonda que en el caso del estudio de la
estabilidad de los mRNAs. Los resultados, que se muestran en la Figura 20 y la Tabla 7,
indicaron que cuando se expresó el replicón NS wt, alrededor del 47% del mRNA total
detectado correspondía al de NEP. Sin embargo, el resultado de la expresión del
replicón delNS1 mostró un cambio muy dramático en la eficiencia del splicing, hasta el
punto en que en ausencia de la proteína NS1 la acumulación del mRNA de NEP
Tabla 6. Vida media de los mRNAs de NS1 y NEP. Su calculo se
realizó a partir de los datos obtenidos en los experimento de estabilidad
de los mRNAs en presencia y ausencia de la proteína NS1.
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aumentaba hasta alcanzar valores de alrededor del 98% y hacer casi indetectable la
acumulación del mRNA de NS1. Este resultado indica que NS1 es un regulador
negativo del splicing de su propio mRNA.
A la vista de este resultado se analizó si alguno de los dos dominios principales de
NS1, el dominio N-terminal de unión a RNA o el dominio efector C-terminal, era el
responsable de dicha regulación. Para ello, se estudió el fenotipo de splicing que
presentaban los replicones mutantes en dichos dominios (NS R38A/K41A y NS 81). El
replicón NS 81 da lugar a la expresión de una proteína NS1 que carece de la secuencia
peptídica 81-238 y por lo tanto no contiene el dominio efector. Sin embargo, el replicón
NS R38A/K41A contiene dos mutaciones puntuales previamente descritas que eliminan
la capacidad de NS1 para unir RNA (Li et al., 2001b; Wang et al., 1999). El virus
mutante NS1 81 presenta un fenotipo ts (Falcón et al., 2004), por lo que los estudios del























Figura 20. Efecto de las mutaciones de la proteína NS1 en la acumulación de los mRNAs
de NS1 y NEP. Se transfectaron o pseudo-transfectaron (Mock) monocapas de células HEK-
293T subconfluentes con los plásmidos apropiados para establecer la reconstitución de RNPs
de los distintos replicones NS. Los cultivos que contenían los replicones NS 81 y 11C se
incubaron tanto a temperatura permisiva como restrictiva. A las 36 hpt se extrajo el RNA total
y se purificó el RNA poly (A) mediante cromatografía de oligo-dT-celulosa. Se determinaron
las cantidades de los mRNAs de NS1 y NEP por ensayo de protección a RNAsas usando para
ello una sonda complementaria al primer exón y a parte del intrón. Los fragmentos de
protección se separaron por electroforesis en geles de poliacrilamida-urea, se revelaron por
autoradiografía y se cuantificaron a través del phosphorimager. Los resultados del mutante NS
81 a la temperatura permisiva se muestran en la parte de la derecha tras una exposición de
mayor duración. La movilidad de la sonda y los fragmentos de protección se indica en la parte
de la derecha y la posición de marcadores de peso molecular en la izquierda.
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restrictiva (39º C). La proporción de mRNA que había sufrido splicing a 32º C fue de
alrededor del 74%, muy similar a la observada con el replicón wt a 32º C (70%), por lo
que se puede concluir que la región N-terminal de NS1 es suficiente para producir la
regulación del splicing, o lo que es lo mismo, que el dominio efector no es necesario
para dicha función. En cuanto a la proporción de mRNAs de NS1 y NEP a 39º C, el
replicón NS 81 mostró un comportamiento muy similar al replicón wt. En ambos casos
el splicing estaba claramente inhibido, indicando que dicho efecto observado a 39º C no
era debido a la deleción presente en la proteína NS1 81.
Al ver que el dominio efector no parecía ser el responsable de la regulación del
splicing, se analizó la acumulación de los mRNAs de NS1 y NEP en el replicón NS
R38A/K41A. De esta forma se podría estudiar si la capacidad de unión a RNA de NS1
era necesaria para dicha función. Los resultados mostraron que prácticamente no se
producía splicing alguno, ya que alrededor del 98% del mRNA detectado correspondía
al de NS1. Por lo tanto, este resultado permite concluir que la capacidad de unión a
RNA de NS1 no es necesaria para la regulación del proceso de splicing de su propio
segmento.
Tabla 7. Acumulación de los mRNAs de NS1 y NEP. Los datos se
muestran como porcentaje del mRNA total de los transcritos NS para
cada replicón. Se presentan la media y desviación estándar (Desv. Std)
de 3 experimentos independientes.







































Por último, se estudió el comportamiento del replicón NS 11C que proviene del
virus mutante 11C (V18A, R44K y S195P) y cuyo análisis fenotípico se analiza más
adelante (ver segundo capítulo de resultados de esta Tesis). Al igual que el virus NS1
81, el 11C también presenta un fenotipo ts por lo que los estudios del replicón NS 11C
se realizaron tanto a temperatura permisiva como restrictiva. Tal y como se muestra en
la Figura 20 y la Tabla 7, la acumulación relativa de los mRNAs de NS1 y NEP en el
replicón NS 11C, fue muy similar a la descrita previamente para el replicón wt,
independientemente de la temperatura.
1.4. Estudio de la implicación de la proteína NS1 en el transporte núcleo-citosol de
los mRNAs de NS1 y NEP.
Es sabido que en las células de mamífero los procesos de transcripción,
maduración y transporte núcleo-citoplasma de los mRNAs están íntimamente
relacionados. Además, se ha descrito la dependencia estructural y funcional de la
transcripción viral con respecto de la maquinaria de transcripción celular (Amorim et
al., 2007; Chan et al., 2006; Engelhardt et al., 2005). Con estos antecedentes y en vista
de las alteraciones en el patrón de splicing observadas mediante la expresión de los
distintos replicones de NS, se analizó el patrón de distribución núcleo-citoplasma de los
mRNAs de NS1 y NEP en el sistema anteriormente descrito. Para ello, se
reconstituyeron RNPs con los distintos replicones de NS en células HEK-293T y tras
36h se realizó un fraccionamiento núcleo-citosólico tal y como se describe en el
apartado 4.1.3 de Materiales y Métodos. Se aisló el mRNA de dichas fracciones
mediante cromatografía de oligo-dT-celulosa y se cuantificaron los mRNAs de NS1 y
NEP por ensayo de protección a RNAsas. Los resultados se muestran en la Figura 21 y
la Tabla 8. Tal y como se observa para el replicón wt, la exportación del mRNA de NEP
(84%) resultó más eficiente que la del transcrito colineal NS1 (57%). Cuando se analizó
el replicón delNS1 se observó que el mRNA de NS1 se exportaba con mayor eficacia
que en el caso del wt, 82% frente al 57%. Al expresar el replicón NS R38A/K41A se
observó que el mRNA de NS1 se exportaba muy eficientemente (84%) alcanzando los
mismos niveles que el replicón delNS. Por lo tanto, se puede concluir que NS1 bloquea
el transporte de su propio mRNA y que dicha regulación requiere de la actividad de
unión a RNA de NS1 ya que la proteína NS1 derivada del replicón NS R38A/K41A es
incapaz de unir RNA.
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Tabla 8. Distribución núcleo-citosol de los mRNAs de NS1 y NEP. Los datos
se muestran como porcentaje del total de cada tipo de mRNA para cada replicón.
Se presentan la media y desviación estándar (Desv. Std) de 3 experimentos
independientes. n.d. no detectable.
































































































Figura 21. Efecto de las mutaciones de la proteína NS1 en el transporte núcleo-
citoplásmico de los mRNAs de NS1 y NEP. Se transfectaron monocapas de células HEK-
293T subconfluentes con los plásmidos apropiados para establecer la reconstitución de RNPs
de los distintos replicones NS. Los cultivos que contenían los replicones NS 81 y 11C se
incubaron tanto a temperatura permisiva como restrictiva. A las 36 hpt se realizó un
fraccionamiento núcleo-citosol, se extrajo el RNA total de cada una de las fracciones y se
purifico el RNA poly (A) mediante cromatografía de oligo-dT-celulosa. Se determinaron las
cantidades de los mRNAs de NS1 y NEP por ensayo de protección a RNAsas usando para ello
una sonda complementaria al primer exón y a parte del intrón. Los fragmentos de protección
se separaron por electroforesis en geles de poliacrilamida-urea, se revelaron por
autoradiografía y se cuantificaron a través del phosphorimager. La movilidad de la sonda y los
fragmentos de protección se indica en la parte de la derecha y la posición de marcadores de
peso molecular en la izquierda.
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El análisis de los replicones NS 81 y 11C mostró en ambos casos un fenotipo ts para el
transporte del mRNA de NS1, ya que a temperatura permisiva se comportaban como el
wt (67 y 72% respectivamente), mientras que a temperatura restrictiva presentaban una
mayor eficiencia en su transporte (87 y 94% respectivamente). Contrariamente a los
resultados del splicing de NS1, el transporte del mRNA de NS1 en el replicón wt a
temperatura restrictiva no estaba afectado (57%), confirmando que los mutantes NS 81
y 11C resultaban ser mutantes ts para el bloqueo en el transporte del mRNA de NS1.
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2. ANÁLISIS GENOTÍPICO Y FENOTÍPICO DE UN VIRUS
TERMOSENSIBLE (11C) CON MUTACIONES PUNTUALES EN LA
PROTEÍNA NS1
Al comienzo de esta Tesis, en el laboratorio se disponía de una genoteca de virus
mutantes termosensibles (ts). Dichos virus recombinantes contenían mutaciones
puntuales en la proteína NS1 y fueron generados mediante una estrategia a gran escala
para el rescate de virus mutantes termosensibles. Todos ellos fueron rescatados en un
entorno genético mixto de las cepas Vic y WSN. Así, los genes de la polimerasa (PB1,
PB2 y PA), NP, NA y NS pertenecían a la cepa Vic, mientras que los genes
correspondientes a HA y M provenían de la cepa WSN.
Uno de los mutantes, el virus 11C, se seleccionó para ser caracterizado en detalle.
La razón principal para su elección fue que presentaba un marcado fenotipo ts en cuanto
a su crecimiento a distintas temperaturas en células en cultivo. En la Figura 22, se
muestran las tres mutaciones puntuales presentes en la proteína NS1 de dicho virus:
V18A, R44K y S195P.
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Figura 22. El virus termosensible 11C presenta tres cambios de aminoácido en la
proteína NS1. El RNA del segmento NS del virus mutante fue clonado y secuenciado. Las
posiciones en las que se encontraron sustituciones de aminoácido se indican mediante barras
de color verde y son: V18A, R44K y S195P. La región de la proteína involucrada en la unión
a RNA se muestra en rojo mientras que el dominio efector se indica en amarillo.
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2.1. Implicación de distintas regiones de la proteína NS1 en el fenotipo ts.
Para comenzar el análisis fenotípico del virus mutante 11C, se estudió su
crecimiento en células en cultivo tanto a temperatura permisiva (32º C) como restrictiva
(39º C). Dicho crecimiento se comparó con el de un virus recombinante control que
contenía una NS1 silvestre (wt) de la cepa Vic y que había sido rescatado en el mismo
entorno mixto que el virus mutante 11C. Para ello, se infectaron células MDCK a baja o
alta multiplicidad de infección (mdi) con ambos virus. Se incubaron tanto a 32º como
39º C y a distintos tiempos post-infección se recogieron muestras de los sobrenadantes y
se analizó su infectividad a temperatura permisiva. Los resultados se presentan en la
Figura 23.
Tanto en las cinéticas de alta como baja mdi, se observó una clara diferencia en el
crecimiento del virus mutante 11C con respecto del virus recombinante control a
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Figura 23. Análisis del fenotipo termosensible del virus mutante 11C. Se infectaron
monocapas de células MDCK tanto con el virus recombinante control (wt) como el
mutante 11C a baja multiplicidad de infección (10-3 ufp/célula) o a alta (10 ufp/célula) y
se incubaron a 32º y 39º C. A los tiempos indicados, se obtuvieron muestras de cada
sobrenadante y se determinó la infectividad de cada una de ellas mediante ensayo de
placa a temperatura permisiva.
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crecimiento del virus control a 39º C (Fig. 23, NS1 wt) presentaba una disminución en
el título viral de 2 logaritmos (log), en el caso del virus mutante 11C (Fig. 23, NS1 11C)
esta diferencia llegaba a ser de hasta 5 log. También se observaron diferencias muy
similares en los experimentos a alta mdi. Todos estos datos indicaban la naturaleza ts
del virus.
En la cinética a baja mdi de ambos virus a 39º C, se observó que una vez
alcanzados los valores máximos, el título viral disminuía rápidamente. Este fenotipo se
conoce con el nombre de termolabilidad y posiblemente es debido al entorno genético
mixto en el que fueron rescatados los dos virus.
Resulta destacable el hecho de que el virus mutante 11C presenta tres cambios de
aminoácido (V18A, R44K y S195P) en la proteína NS1, tal y como se muestra en la
Figura 22. Las dos primeras mutaciones implican cambios de tipo conservador y una de
ellas, la mutación R44K, está presente en algunas cepas silvestres. Sin embargo, la
Figura 24. Análisis del crecimiento de los virus recombinantes V18A/R44K y
S195P a las distintas temperaturas. Se realizó el rescate de los nuevos virus
recombinantes V18A/R44K y S195P junto con los virus 11C y control (wt) a
temperatura permisiva (32º C). Cuando el efecto citopático resultó ser de
aproximadamente el 50% se recogieron los sobrenadantes y mediante ensayo de
placa se aislaron clones de los distintos virus rescatados. Se prepararon stocks de
trabajo y se determinó la infectividad de cada uno de ellos mediante ensayo de
placa tanto a temperatura permisiva (32º C) como restrictiva (39º C).
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mutación S195P no se encuentra registrada dentro de las secuencias de cepas silvestres
publicadas en las bases de datos y además implica un cambio drástico de la estructura
secundaria predicha de la proteína (datos no mostrados). Con el objetivo de investigar si
ésta última mutación era la única responsable del fenotipo ts, se rescataron dos nuevos
virus en el mismo entorno genético que el mutante 11C. El primero de ellos contenía las
mutaciones V18A y R44K, mientras que el segundo de los virus presentaba la mutación
S195P. Contrariamente a las predicciones de estructura secundaria de las nuevas
proteínas NS1 mutantes y tal y como se muestra en la Figura 24, los dos nuevos virus
generados resultaron ser fenotípicamente wt por lo que se ha de concluir que al menos
una de las dos primeras mutaciones y la tercera son necesarias para el fenotipo ts.
2.2. Estudio del crecimiento del mutante 11C en líneas celulares deficientes en el
sistema interferón.
Como ya se ha explicado en el apartado de Introducción, una de las funciones que
se atribuye a la proteína NS1 es actuar como antagonista del sistema interferón (García-
Sastre et al., 1998). Ya que las mutaciones presentes en el virus 11C afectan únicamente
a la proteína NS1, quisimos descartar la posibilidad de que los problemas de
crecimiento que presentaba el virus a temperatura restrictiva pudieran deberse a
defectos en la inhibición del sistema interferón. Para analizar esta posibilidad se estudió
el crecimiento de los virus 11C y control en células Vero y NIH 3T3 PKR-/- a ambas
temperaturas. Las células Vero tienen afectado el sistema inmune innato y por tanto no
presentan una correcta respuesta mediada por interferón (Diaz et al., 1988). En cuanto a
la línea celular NIH 3T3 PKR-/- (Yang et al., 1995), es deficiente en el gen que codifica
la proteína PKR por lo que son células afectadas en la respuesta a la presencia de RNA
de doble cadena.
Se infectaron ambas líneas celulares con el virus mutante 11C y virus control a
alta mdi, tanto a temperatura permisiva como restrictiva. A distintos tiempos post-
infección se recogieron muestras de los sobrenadantes y se determinó su infectividad en
cultivos de células MDCK a temperatura permisiva. Tal y como se muestra en la Tabla
9 correspondiente a los resultados de las infecciones en células Vero, mientras que el
crecimiento del virus mutante a 32º C era similar al del virus wt, a 39º C se observó una
disminución en el título final del virus mutante de alrededor de 1.5 log comparándolo
con el del virus wt. En cuanto a los resultados con las células NIH 3T3 PKR-/-, el virus
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wt mostró problemas de crecimiento muy severos a temperatura restrictiva por lo que no
se pudo concluir nada al respecto (datos no mostrados).
Vero Tiempo (hpi) wt 11C
0 < 5*101 < 5*101
7 < 5*101 < 5*10132º C
10 1,2*104 105
0 < 5*101 < 5*101
5 < 5*101 < 5*101
9 2,5*103 < 5*101
39º C
11 5*104 103
Hay que destacar que la línea celular NIH 3T3 PKR-/- proviene de ratón y que los
virus utilizados para este estudio no replican adecuadamente en células de ratón; por
otra parte, tampoco están adaptados a crecer en células Vero. Es por ello que los títulos
virales determinados en ambas líneas celulares fueron muy inferiores a los obtenidos en
células susceptibles como la línea celular MDCK (Figura 23).
2.3. Análisis de la síntesis y acumulación de proteínas virales.
2.3.1. Estudio de la síntesis de las principales proteínas virales: NP, NS1, M1
y NEP.
Numerosos trabajos previos han involucrado a la proteína NS1 en el aumento de la
traducción específica de ciertas proteínas virales (Egorov et al., 1998; Falcón et al.,
2004). Con estos antecedentes resultaba muy interesante estudiar como podían estar
Tabla 9. Cinética de crecimiento de los virus recombinante control (wt) o
mutante 11C en células Vero. Se infectaron monocapas de células Vero tanto
con el virus recombinante control (wt) como el mutante 11C a alta multiplicidad
de infección (10 ufp/célula) y se incubaron a 32º y 39º C. A los tiempos indicados
se obtuvieron muestras de cada sobrenadante y se determinó la infectividad de
cada una de ellas mediante ensayo de placa a temperatura permisiva. Los
resultados se expresan en ufp/ml.
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afectando las mutaciones de la proteína NS1 11C a nivel de la síntesis de proteínas
virales. Con dicho objetivo se infectaron células MDCK con los virus 11C o
recombinante control a ambas temperaturas, 32º y 39º C, y se realizaron pulsos de
marcaje radiactivo a distintos tiempos post-infección, tal y como se describe en el
apartado 5.1 de Materiales y Métodos. Los resultados que se muestran en la Figura 25
indicaron que el virus recombinante control presentaba tasas de síntesis de proteínas
virales similares a ambas temperaturas, mientras que el virus 11C mostraba una
disminución en la síntesis de las proteínas M1 y NS1 a temperatura restrictiva. No
ocurría lo mismo con las proteínas NEP y NP; mientras que los niveles de NEP eran
similares a ambas temperaturas, la síntesis de NP resultó ser más eficiente a 39º C.
2.3.2. Estudio de la acumulación de las principales proteínas virales: NP, NS1,
M1 y M2.
En vista de estos resultados, se analizó también la acumulación de algunas
proteínas virales a lo largo de la infección por el virus mutante o recombinante control a
ambas temperaturas. La acumulación de proteínas virales no resultó estar afectada a
Figura 25. Síntesis de proteínas virales en células infectadas por los virus
recombinante control (wt) o mutante 11C. Se infectaron monocapas de células a 10
ufp/célula con los virus recombinante control (wt) o mutante 11C. Los cultivos se
incubaron a 32 o 39º C y a los tiempos indicados se realizó un marcaje metabólico con
35S Met-Cys tal y como se explica en Materiales y Métodos. Se prepararon extractos
totales de cada cultivo y se analizó la presencia de las principales proteínas virales
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida y autoradiografía. La posición de las
proteínas virales se indica en la parte derecha de cada panel.
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temperatura permisiva (Figura 26). Sin embargo, la cantidad de las proteínas NS1, M1 y
M2 a temperatura restrictiva era menor en células infectadas por el mutante 11C.
Se analizaron geles con una carga de material adecuada para la cuantificación de
la señal de cada una de las bandas correspondientes a las proteínas virales. Cuando se
comparó la acumulación de proteínas virales a temperatura restrictiva, los resultados
indicaron que en células infectadas por el virus 11C la acumulación de las proteínas M1
y M2 estaba afectada en 6 y 8 veces, respectivamente, en comparación con células
infectadas por el virus wt. En el caso de la proteína NS1, la cantidad de NS1 presente en
células infectadas por el mutante era dos veces menor a la temperatura restrictiva que a
la permisiva. Sin embargo, la acumulación de NP a temperatura restrictiva fue dos veces
superior en las células infectadas por el mutante en comparación con el virus wt.
Todos estos resultados de acumulación de proteínas virales confirmaban los
resultados obtenidos anteriormente en el análisis de la síntesis de proteínas.
Figura 26. Acumulación de proteí-
nas virales en células infectadas por
los virus recombinante control (wt) o
mutante 11C. Se infectaron mono-
capas de células MDCK a una mdi de
10 ufp/célula tanto con el virus control
(wt) como el mutante 11C. Los culti-
vos se incubaron tanto a temperatura
permisiva como restrictiva y se prepa-
raron extractos totales a los tiempos
indicados en cada caso. Se analizó la
acumulación de las proteínas NP, NS1,
M1 y M2 por WB con anticuerpos
específicos. La posición de las proteí-
nas virales se indica en la parte dere-
cha de la figura y la movilidad de los
marcadores de peso molecular (PM) en
la izquierda.





















2.4. Análisis de la localización subcelular de la proteína NS1 mutante.
Una de las características de la proteína NS1 es su localización subcelular a lo
largo del ciclo de infección. La proteína contiene tanto señales de localización (NLS)
como de exportación nuclear (NES) (Greenspan et al., 1988; Li et al., 1998). Es por ello
que a tiempos tempranos de la infección NS1 se localiza en el núcleo, mientras que a
tiempos más tardíos se encuentra mayoritariamente en el citoplasma. Es sabido que la
regulación de la NES de NS1 depende de la fosforilación de residuos río abajo de dicha
señal. Si tenemos en cuenta que la mutación S195P presente en el virus 11C produce la
desaparición de un sitio potencial de fosforilación, resultaba muy interesante estudiar la
localización subcelular de esta NS1 mutante a lo largo de la infección.
Con dicha finalidad, se realizaron experimentos de inmunofluorescencia sobre
células MDCK infectadas por el virus 11C o recombinante control, tanto a temperatura
permisiva como restrictiva. Los resultados se presentan en la Figura 27, e indicaron una
retención nuclear de la proteína NS1 mutante a tiempos tardíos de la infección. Este
fenotipo era característico del virus 11C ya que no se pudo observar en ningún caso con
el virus control. La retención nuclear de NS1 presente en las células infectadas por el
virus 11C tenía lugar tanto a temperatura restrictiva como a temperatura permisiva. Por




Figura 27. Localización intracelular de la proteína mutante NS1 11C. Se infectaron
monocapas de células MDCK subconfluentes con los virus recombinante control (wt) o
mutante 11C a alta mdi, tanto a temperatura permisiva como restrictiva. A 4 y 9 hpi (32º
C) o 3 y 7 hpi (39º C) se fijaron las células y se analizó la expresión de NS1 por IF
usando un anticuerpo policlonal específico. Como control se usaron células sin infectar,
las cuales no mostraron ninguna señal de fluorescencia (datos no mostrados).
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lo tanto, este resultado no podía ser responsable del fenotipo ts por si sólo, aunque podía
estar contribuyendo a ello.
2.5. Análisis de la expresión y localización de las glicoproteínas virales de
membrana.
2.5.1. Estudio de la expresión y localización de HA.
Estudios previos habían demostrado que en ciertas cepas de virus la expresión de
la proteína M2 es importante para la protección de la HA durante su procesamiento y
transporte hacia la membrana celular (Ohuchi et al., 1994; Takeuchi and Lamb, 1994).
Para confirmar si la menor acumulación de la proteína M2 en células infectadas por el
virus mutante a temperatura restrictiva podía estar afectando a la expresión y
localización de la HA, se analizó su síntesis y localización tal y como se describe en los
apartados 5.2 y 5.3 de Materiales y Métodos. Debido a que la HA es una glicoproteína,
fue necesario un tratamiento de deglicosilación que permitiera la correcta identificación
de la banda específica en los geles de poliacrilamida. El tratamiento de deglicosilación
reveló la aparición de una nueva banda de movilidad intermedia entre la de NP y
polimerasa, correspondiente a la HA (Figura 28, paneles +PNGaseF). De esta forma se
pudo comparar de una manera fiable la síntesis de HA en células infectadas por ambos
virus y a ambas temperaturas. Los resultados indicaron que su expresión en células
infectadas por el mutante a temperatura restrictiva no estaba afectada.
En cuanto a su localización en membrana, se comparó el marcaje anti-HA en
células previamente permeabilizadas o no permeabilizadas. Al realizar la tinción en
células sin tratamiento de permeabilización previo, nos asegurábamos que el marcaje
observado era debido a la HA presente en la membrana ya que el anticuerpo no puede
penetrar al interior de la célula. Los resultados que se presentan en la Figura 29,
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Figura 29. Localización de HA
en células infectadas por los
virus recombinante control (wt)
o mutante 11C. Se infectaron
monocapas de células a una mdi de
10 ufp/célula con los virus control
(wt) o mutante a ambas tempera-
turas de 32º y 39º C. A 8 hpi (32º
C) o 6 hpi (39º C) se fijaron los
cultivos con paraformaldehído. La
mitad de los cultivos se permea-
bilizaron con Triton X100 (+P),
mientras que la otra mitad no (-P).
Los cultivos se analizaron por IF
con el anticuerpo monoclonal
H179, específico contra HA de la
cepa WSN. Como control se
usaron células sin infectar, las
cuales no presentaron señal de
fluorescencia alguna (datos no
mostrados).
Figura 28. Expresión de
HA en células infectadas
con los virus recombi-
nante control (wt) o mu-
tante 11C. Se infectaron
monocapas de células
MDCK a 10 upf/célula con
ambos virus tanto a tem-
peratura permisiva como
restrictiva. A los tiempos
que se indican en la parte
superior de cada carril, se
realizó un marcaje meta-
bólico con 35S Met-Cys.
Los extractos celulares se
sometieron (+PNGase F) o
no (-PNGase F) a un
tratamiento de deglicosila-
ción con la enzima
PNGase F y el producto se
analizó por electroforesis
en geles de poliacrilamida
y autoradiografía. La po-
sición de las principales
proteínas virales se indica
en el lado derecho de las
imágenes.
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2.5.2. Estudio de la expresión y localización de NA.
Para analizar la expresión de la otra glicoproteína de membrana, NA, se realizaron
experimentos de inmunoprecipitación usando un anticuerpo monoclonal específico
frente a NA o un anticuerpo control, tal y como se describe en el apartado 5.5 de
Materiales y Métodos. Para ello, se infectaron células MDCK a alta mdi con los virus
mutante o control, tanto a 32º como a 39º C. Tras un marcaje metabólico continuo de 8
o 10 horas (según la temperatura de incubación) se realizaron las inmunoprecipitaciones
correspondientes. Los resultados se presentan en la Figura 30. Se observó una ligera
disminución en la expresión de NA en las células infectadas por el virus mutante a
temperatura permisiva. Dicha diferencia se vio fuertemente aumentada en las células
infectadas con el virus mutante a temperatura restrictiva, hasta el punto de que no fue
posible detectar la presencia de NA en el inmunoprecipitado.
Figura 30. Expresión de
NA en células infectadas
con los virus recombinante
control (wt) o mutante 11C.
Se infectaron monocapas de
células MDCK con los virus
recombinante control (wt) o
mutante a una mdi de 10
ufp/célula. Se incubaron los
cultivos tanto a temperatura
permisiva como restrictiva.
Durante el tiempo de infec-
ción se realizó un marcaje
metabólico continuo con 35S
Met-Cys. A las 10 hpi (32º
C) o 8 hpi (39º C) se prepa-
raron extractos celulares y se
inmunoprecipitaron con el
anticuerpo monoclonal anti-
NA M234/1/G10 (-NA) y
un anticuerpo control (Ctr).
La proteína inmunoprecipi-
tada se analizó por electro-
foresis en geles de poliacri-
lamida y autoradiografía. La
posición de las bandas de NA
se indica en la parte izquier-
da de las imágenes: mNA
monómero de NA; dNA dí-























Este resultado se confirmó mediante estudios de inmunofluorescencia tal y como
se muestra en la Figura 31, donde se pudo apreciar un marcaje de NA muy tenue en las
células infectadas por el mutante a temperatura restrictiva comparándolo con las
infectadas por el virus wt. Como control de que todas las células realmente habían sido
infectadas se realizó un doble marcaje con un anticuerpo frente a NP. Tal y como se
muestra en los paneles anti-NP, el nivel y evolución de la infección fue muy similar en
todos los casos.
2.6. Análisis de los procesos de replicación y transcripción.
La gran disminución en la expresión de NA observada previamente en las células
infectadas por el virus mutante a temperatura restrictiva, podía ser el resultado de
problemas en los procesos de replicación, transcripción, transporte del mRNA o de su
traducción. Con la intención de analizar cual de estos procesos podía estar afectado, se
estudió la acumulación de vRNA y mRNA del gen de NA, como medida de los







FIGURA 31. Localización de NA en células infectadas con los virus recombinante
control (wt) o mutante 11C. Se infectaron monocapas de células a una mdi de 10
ufp/célula con ambos virus. Se incubaron los cultivos tanto a temperatura de 32º C como a
39º C. A 8 hpi (32º C) o 6 hpi (39º C) se fijaron los cultivos con paraformaldehído y se
analizaron por inmunofluorescencia con el anticuerpo M234/1/G10, monoclonal
específico de NA, y un anticuerpo de rata específico de NP. Como control se usaron
células sin infectar, las cuales no mostraron ninguna señal de fluorescencia (datos no
mostrados).
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distribución de los mRNAs en las fracciones nuclear y citosólica para estudiar el
transporte del mRNA. Como controles se analizaron también los RNAs de los genes NP
y M.
2.6.1. Estudio de la replicación viral de los segmentos NA, NP y M.
Se obtuvo el RNA total de las células infectadas por el virus 11C o el virus wt, o
pseudo-infectadas, a distintos tiempos post-infección y se cuantificó por hibridación en
dot-blot como se indica en los apartados 4.1.2 y 4.4.1 de Materiales y Métodos. Los
tiempos a los que se extrajo el RNA a temperatura permisiva fueron 3, 6 y 9 hpi y a
temperatura restrictiva fueron 2, 4 y 6 hpi.














wt 32º C 8,2 28,8 100,0
11C 32º C 12,4 51,7 163,0
3h 6h 9h















wt 39º C 139,3 154,8 100,0
11C 39º C 115,2 163,4 140,6
2h 4h 6h













wt 32º C 9,2 83,3 100,0
11C 32º C 19,8 104,1 126,1
3h 6h 9h















wt 39º C 27,4 79,0 100,0






























Figura 32. Acumulación de vRNA de los segmentos NA y NP en células infectadas por
los virus recombinante control (wt) o mutante. Se infectaron monocapas de células
MDCK a una mdi de 10 ufp/célula con el virus control (wt) o el mutante 11C a ambas
temperaturas, 32º y 39º C. A los tiempos indicados se aisló el RNA total y se utilizó para
hibridación por dot blot usando ribosondas de polaridad positiva específicas de NA y NP. La
carga de RNA en los filtros se normalizó por hibridación con una sonda específica para la
determinación del rRNA 18S. Los resultados representan la media y desviación estándar de
al menos tres experimentos independientes y se muestran como porcentaje del valor obtenido
en el último tiempo del virus wt.
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Los resultados del análisis del vRNA de los segmentos NA y NP (Figura 32)
mostraron que la acumulación de ambos vRNAs en células infectadas por el virus 11C
era muy similar a los niveles observados en las células infectadas por el virus control,
tanto a temperatura permisiva como restrictiva, sin apreciarse diferencias significativas.
Se obtuvieron resultados muy similares cuando se analizó la acumulación del vRNA del
gen M en células infectadas por ambos virus (datos no mostrados).
2.6.2.- Estudio de la transcripción viral de los segmentos NA, NP y M.
De la misma forma que en el caso anterior, se obtuvo el RNA total de las células
infectadas por los virus 11C o wt, o pseudo-infectadas, a distintos tiempos post-
infección y se cuantificó por hibridación en dot-blot como se describe en los apartados
4.1.2 y 4.4.1 de Materiales y Métodos. Los tiempos a los que se extrajo el RNA fueron
los mismos que en el caso del estudio de la replicación.
















wt 32º C 20,1 78,4 100,0
11C 32º C 62,0 86,3 192,0
3h 6h 9h

















wt 39º C 64,6 161,7 100,0
11C 39º C 50,8 243,8 246,2
2h 4h 6h













wt 32º C 17,8 96,4 100,0
11C 32º C 25,1 77,6 116,2
3h 6h 9h
















wt 39º C 16,3 59,3 100,0






























Figura 33. Acumulación de mRNA de los segmentos NA y NP en células infectadas por
los virus recombinante control (wt) o mutante. Se infectaron monocapas de células
MDCK a una mdi de 10 ufp/célula con el virus control (wt) o el mutante 11C a ambas
temperaturas, 32º y 39º C. A los tiempos indicados se aisló el RNA total y se utilizó para
hibridación por dot blot usando ribosondas de polaridad negativa específicas de NA y NP. La
carga de RNA en los filtros se normalizó por hibridación con una sonda específica para la
determinación del rRNA 18S Los resultados representan la media y desviación estándar de al
menos tres experimentos independientes y se muestran como porcentaje del valor obtenido
en el último tiempo del virus wt.
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Los resultados del análisis de los mRNAs de NA y NP se muestran en la Figura
33. A diferencia de lo observado para el vRNA, la acumulación del mRNA de NA
resultó estar afectada en dos o tres veces en las células infectadas por el virus 11C a
temperatura restrictiva. Sin embargo la acumulación del mRNA de NP, llevado como
control, resultó ser ligeramente mayor en las células infectadas por el mutante en
comparación con el virus wt a ambas temperaturas. Por último, cuando se analizó la
acumulación del mRNA de M, usado como control de otro gen tardío, no se observaron
diferencias con respecto al virus wt independientemente de la temperatura (datos no
mostrados).
Tanto los resultados de los mRNAs de NA como de NP corroboraban los
resultados anteriormente obtenidos en los análisis de la síntesis y acumulación de dichas
proteínas (Figuras 30 y 25 y 26, respectivamente). No resultaba así en el caso de M ya
que no habiendo diferencias a nivel de transcripción y replicación, sí que las había a
nivel de acumulación de las proteínas M1 y M2 (Figura 26).
2.6.3. Estudio del transporte núcleo-citosol de los mRNAs de NA y NP.
Se analizó también el transporte núcleo-citosólico de los mRNAs de NA y NP
como control. Para ello se obtuvo el RNA total de las fracciones nuclear y citosólica de
las células infectadas por los virus 11C o wt, o pseudo-infectadas, a distintos tiempos
post-infección y se cuantificó por hibridación en dot-blot como se describe en los
apartados 4.1.3 y 4.4.1 de Materiales y Métodos. Los tiempos a los que se extrajo el
RNA a temperatura permisiva fueron 3, 6 y 9 hpi y a temperatura restrictiva fueron 2, 4
y 6 hpi. Los resultados del análisis del mRNA nuclear y citosólico de NA y NP, que se
presentan en la Figura 34 mostraron que, tanto el virus 11C como el virus wt tienen un
ligero defecto en el transporte del mRNA de NA a temperatura restrictiva. En cuanto al
transporte del mensajero de NP, el virus 11C mostraba una ligera retención nuclear a
temperatura restrictiva en comparación con la temperatura permisiva, resultado que no
se observaba en el virus wt.
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2.7. ¿Es una función temprana o tardía la responsable del fenotipo ts en el virus
mutante 11C?
Para determinar el momento preciso durante la infección en el que la función
alterada en el virus mutante 11C era requerida, se llevaron a cabo experimentos de
genética clásica denominados shift-up y shift-down. Se infectaron monocapas de células
MDCK a alta mdi tanto con el virus mutante como wt, a ambas temperaturas, 32º y 39º
C. A distintos tiempos post-infección los cultivos se transfirieron de una temperatura a
la otra, de tal forma que aquellos que comenzaron su incubación a 32º C lo finalizaron a


















wt Nuc 32º C 6,5 92,4 100,0
wt Cit 32º C 34,6 45,2 53,3
11C Nuc 32º C 22,1 71,9 117,2
11C Cit 32º C 28,8 39,8 81,1
3h 6h 9h





















wt Nuc 39º C 6,2 56,5 100,0
wt Cit 39º C 10,2 26,9 35,9
11C Nuc 39º C 13,7 33,2 41,8
11C Cit 39º C 4,3 21,6 6,8
2h 4h 6h



















wt Nuc 32º C 12,5 78,9 100,0
wt Cit 32º C 5,9 51,4 56,7
11C Nuc 32º C 11,2 84,0 157,9
11C Cit 32º C 8,6 57,9 97,7
3h 6h 9h



















wt Nuc 39º C 13,3 62,9 100,0
wt Cit 39º C 50,4 79,2 99,3
11C Nuc 39º C 40,2 69,1 149,5
















































Figura 34. Transporte núcleo-citosólico del mRNA de los segmentos NA y NP en células
infectadas por los virus recombinante control (wt) o mutante. Se infectaron monocapas de
células MDCK a una mdi de 10 ufp/célula con el virus control (wt) o el mutante 11C a ambas
temperaturas, 32º y 39º C. A los tiempos indicados se realizó un aislamiento núcleo-citosólico.
Se purificó el RNA de cada fracción y se utilizó para hibridación por dot blot usando
ribosondas de polaridad negativa específicas de NA y NP. La normalización de la carga de
RNA se realizó bien por hibridación con una sonda específica para detectar el rRNA 18S (para
las muestras de las fracciones citosólicas) o por cuantificación de los precursores de los
rRNAs 18S y 28S (para las muestras de las fracciones nucleares). Los resultados representan
la media y desviación estándar de al menos tres experimentos independientes y se muestran
como porcentaje del valor obtenido en el último tiempo del virus wt.
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39º y al revés. Los tiempos a los cuales se realizaron los cambios de temperatura se
eligieron según la duración del ciclo del virus a cada una de las temperaturas. Así, los
cultivos que se incubaron a 32º C sufrieron los cambios de temperatura a los tiempos de
2, 4 y 6 hpi, mientras que aquellos que se incubaron a 39º C se transfirieron a los
tiempos de 1.5, 3 y 4.5 hpi. Después de que todos los cultivos se mantuvieron en
incubación durante un ciclo de infección (8 hpi a 32º C y 6 hpi a 39º C), se recogieron
los sobrenadantes y se determinó su infectividad a temperatura permisiva. El título final
obtenido a partir de las células infectadas por el virus control fue similar en todos los
casos (Figura 35), independientemente del momento en el que se realizara el cambio de
temperatura. Este resultado era esperable debido a que el virus control no presentaba
ningún fenotipo ts y además nos confirmaba que el tiempo final al que fueron recogidos
los sobrenadantes era equivalente en todos los casos y que se correspondía con la
duración del ciclo de infección a cada temperatura.
La representación gráfica de los datos obtenidos a partir de la infectividad de los
sobrenadantes de las células infectadas por el virus 11C, mostró las curvas de aumento y
disminución de título viral, que se corresponden con los experimentos de shift-up y
shift-down respectivamente. Así, en los experimentos de shift-up (desde 32º a 39º C),
los cultivos transferidos a tiempos tempranos dieron lugar a bajos títulos virales,
mientras que aquellos transferidos en tiempos tardíos, rindieron títulos más altos. Al
Figura 35. Experimento
de cambio de temperatu-
ra. Se infectaron monoca-
pas de células MDCK con
los virus control (wt) o
mutante a una mdi de 10
upf/célula y se incubaron
inicialmente a 32º o 39º C.
A las 2, 4 y 6 hpi (32º C) o
1.5, 3 y 4.5 hpi (39º C), se
transfirieron los cultivos
de una temperatura a la
otra y se mantuvieron en
incubación hasta las 8 hpi
(32º C) o 6 hpi (39º C). Se
determinó el título viral de
cada uno de los sobrena-
dantes mediante ensayo de





























revés, en los experimentos de shift-down (desde 39º a 32º C), los cultivos transferidos a
tiempos tempranos dieron lugar a altos títulos, mientras que aquellos que se
transfirieron tardíamente rindieron bajos títulos virales. El punto de corte de ambas
curvas indicaba el momento del ciclo en el que la función alterada era requerida. Dicho
punto de corte tenía lugar cerca del tercer momento de cambio (6 hpi a 32º C y 4.5 hpi a
39º C), indicando que la función de NS1 afectada por las mutaciones era requerida en
un momento tardío de la infección.
Al mismo tiempo que los cultivos eran transferidos de una temperatura a la otra,
se fijaron cultivos infectados de forma paralela para realizar análisis de
inmunofluorescencia. De esta forma se pretendía monitorizar el progreso de la infección
mediante la visualización de la proteína NP como marcador de las RNPs. Los resultados
se muestran en la Figura 36. Se observó que en el momento en el que la función de NS1
afectada era requerida, una parte considerable de la NP y por tanto de las RNPs, se
localizaba en el citoplasma. Además, la acumulación (Figura 25) y el patrón de
distribución (Figura 36) de NP a lo largo de la infección resultó ser muy similar en
todos los puntos indicando que el transporte núcleo-citoplasma de las RNPs progenie no
estaba afectado en las células infectadas por el virus 11C a temperatura restrictiva.
Figura 36. Experi-




lulas MDCK a una
mdi de 10 ufp/ célula
con los virus recom-
binante control (wt) o
mutante 11C. A los
tiempos indicados en
la figura, los cultivos
se fijaron y procesa-
ron mediante IF usan-
do anticuerpos especí-
ficos frente a NP co-
mo marcador de la
localización de las
RNPs. Como control
se usaron células sin

































2.8. Análisis de la formación de partículas virales progenie.
2.8.1. Análisis bioquímico de la presencia de partículas virales en el
sobrenadante de células infectadas.
Debido a que la acumulación de las proteínas NA y M2 estaba disminuida en las
células infectadas por el mutante 11C a temperatura restrictiva, se quiso analizar la
influencia de cada uno de estos factores en la producción de partículas virales progenie.
Por una parte, la menor expresión de NA podía estar dificultando la liberación de las
partículas virales progenie al sobrenadante. Por otra parte, la disminución en la
acumulación de M2 podía estar determinando una menor infectividad de las partículas
virales presentes en el sobrenadante. Para diferenciar entre ambas posibilidades, se
purificaron las partículas virales presentes en los sobrenadantes de cultivos de células
infectadas por el virus mutante o control a ambas temperaturas, y se analizó
bioquímicamente la presencia de las proteínas virales M1, M2 y NP tal y como se
describe en los apartados 3.5 y 5.4 de Materiales y Métodos.
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Figura 37. Producción de partículas virales en células infectadas por los virus
recombinante control (wt) o mutante 11C. Se infectaron monocapas de células MDCK a
10 ufp/célula con virus control (wt) o mutante. A las 9 hpi se recolectaron los sobrenadantes
y se purificaron por centrifugación las partículas virales presentes en ellos, tal y como se
indica en Materiales y Métodos. Los purificados se analizaron por WB con una mezcla de
anticuerpos específicos contra M1, M2 y NP. La posición de las bandas correspondientes a
NP y M1 se indica en la parte derecha de la figura mientras que la movilidad de los
marcadores de peso molecular (PM) se muestra a la izquierda. En los carriles
correspondientes a las muestras obtenidas a temperatura restrictiva se analizó material
proveniente de 15 veces más cantidad de células.
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Los resultados mostrados en la Figura 37 indicaron que a temperatura permisiva se
obtenía la misma cantidad de proteínas virales en el sobrenadante de células infectadas
con el virus wt y el virus mutante 11C. Sin embargo, a temperatura restrictiva no se
pudo detectar proteína viral alguna en el sobrenadante de las células infectadas por el
mutante, incluso cuando se analizó 15 veces más cantidad de material. En ningún caso
se llegó a detectar la presencia de la proteína M2, seguramente debido al bajo número
de copia con el que está presente en los viriones. Estos resultados indicaban que no se
liberaban partículas virales al sobrenadante de las células infectadas por el virus mutante
a temperatura restrictiva, sugiriendo defectos en la formación de partículas virales, en su
liberación o en ambas.
2.8.2. Análisis de la formación de partículas virales mediante microscopia
electrónica.
Para intentar discernir entre estas dos posibilidades se realizaron experimentos de
microscopia electrónica en células infectadas con los virus mutante o wt a ambas
temperaturas. De esta forma se podría determinar la presencia de los viriones de nueva
formación en la membrana plasmática de las células. Tal y como se observa en la Figura
38, los viriones progenie son visibles en la membrana de las células infectadas tanto con
el virus wt como el virus mutante a temperatura permisiva. Sin embargo, a temperatura
restrictiva no se pudieron observar viriones incluso en las células infectadas con el virus
control a pesar de que su crecimiento a temperatura restrictiva sólo estaba afectado en
un log en comparación con la temperatura permisiva (Figura 23, paneles a alta mdi).
Este resultado negativo podía deberse simplemente a una falta de sensibilidad de la
técnica ya que por otros procedimientos como el análisis de la infectividad de las
partículas presentes en los sobrenadantes o el análisis de la expresión de proteínas
virales, sí que éramos capaces de detectar las partículas virales.
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2.8.3. Experimentos de rescate de título viral por tratamiento con
neuraminidasa exógena.
Ya que los experimentos de microscopia electrónica no ayudaron mucho a
distinguir entre las dos posibilidades, se realizaron experimentos de rescate de título
viral con tratamiento exógeno con NA bacteriana, tal y como se describe en el apartado
3.7 de Materiales y Métodos. Si la baja expresión de NA fuera la única responsable del
fenotipo ts del virus 11C, al suplementar el medio de cultivo con NA bacteriana se
esperaría un rescate del título viral. Como control se usó el virus WSN A6 que contiene
una secuencia oligo (A) en vez de oligo (U) en el sitio de poliadenilación del segmento




Figura 38. Microscopia electrónica de células infectadas por los virus recombinante
control (wt) o mutante 11C. Se infectaron monocapas de células MDCK a 10 ufp/célula con
ambos virus tanto a temperatura de 32º como 39º C. A 8 hpi (32º C) o 6 hpi (39º C) se lavaron
y fijaron las células con una solución que contenía Glutaraldehído 2 % y Ác. Tánico 1 % en
0.4 M Hepes pH 7.12 durante 1h a temperatura ambiente. Tras el tratamiento de fijación se
volvieron a lavar las células y se continuó con un protocolo clásico de inclusión, corte, tinción
y visualización por microscopía electrónica previamente descrito (Salanueva et al., 1999).
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indicaron que el fenotipo ts del virus mutante 11C no podía ser rescatado de esta forma
(Tabla 10). Solamente se consiguió aumentar en un log el título viral del mutante
mediante el tratamiento con NA exógena, mientras que el título del virus control
aumentó en 3 unidades logarítmicas. Además, en estas condiciones tampoco fuimos
capaces de detectar proteínas del virión en el sobrenadante de las células infectadas con
el mutante a temperatura restrictiva tal y como se muestra en la Figura 39.
wt 11C WSN A6
NA bacteriana - + - + - +
32º C 108 8*107 5*107 4*107 6*102 7*105













Tabla 10. Experimento de rescate de título viral usando neuraminidasa exógena. Se
infectaron monocapas de células MDCK a 10-3 upf/célula con los virus recombinante
control (wt), mutante 11C o WSN A6 y se incubaron tanto a temperatura permisiva como
restrictiva. El medio de cultivo se suplemento (+) o no (-) con neuraminidasa bacteriana y
cuando se observó efecto citopático en el virus control se recogieron los sobrenadantes y
se analizó la infectividad de cada sobrenadante en nuevas monocapas de células MDCK a
temperatura permisiva.
Figura 39. Experimentos de res-
cate de título viral usando neura-
minidasa exógena. Se infectaron
monocapas de células MDCK a
10-3 upf/célula con los virus recom-
binantes control (wt) o mutante
11C y se incubaron tanto a tempe-
ratura permisiva como restrictiva.
El medio de cultivo se suplementó
(+) o no (-) con neuraminidasa bac-
teriana y cuando se observó efecto
citopático en el virus wt se recogie-
ron los sobrenadantes. Se purifica-
ron las partículas virales presentes
en los sobrenadantes y se analizó la
presencia de proteínas virales por
WB. La posición de las proteínas
NP y M1 se indica en la parte
derecha de la imagen y la movi-
lidad de los marcadores de peso
molecular (PM) en la izquierda. En
el caso de las muestras procedentes
de temperatura restrictiva se anali-
zó el material procedente de 10
veces más cantidad de células.
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2.9. ¿Se comporta el virus mutante 11C como dominante negativo?
Para terminar con la caracterización del virus mutante 11C nos propusimos
estudiar su comportamiento como dominante negativo en un sistema de doble infección.
Para ello se realizaron infecciones mixtas de células MDCK a una mdi de 2 ufp/célula
con el virus wt y de 10 ufp/célula con el virus mutante 11C con el objetivo de que todas
las células que hubieran sido infectadas por el virus wt lo hubieran sido también por el
mutante. A 6 hpi (39º C) y 8 hpi (32º C) se recogieron los sobrenadantes y se analizó la
infectividad de los mismos a temperatura permisiva. Los resultados que se presentan en
la Tabla 11 mostraron que, al menos para la función de formación de partículas, el virus
mutante 11C no se comportaba como dominante negativo.
wt wt + 11C 11C
32º C 106 1,5*107 5*106
39º C 105 2*105 5*102
Tabla 11. Experimento de doble infección. Se infectaron monocapas de
células MDCK con los virus control (wt) a una mdi de 2 ufp/célula y mutante
11C a 10 ufp/célula al mismo tiempo para asegurarse de que las células que
hubieran sido infectadas por el virus wt también lo estaban siendo por el virus
11C. Se incubaron los cultivos tanto a temperatura permisiva como restrictiva
y a 8 hpi (32º C) y 6 hpi (39º C) se recogieron los sobrenadantes y se analizó
su infectividad por ensayo de placa a temperatura permisiva. Como control se
llevaron infecciones simples realizadas en paralelo con ambos virus, en el





El virus de la gripe es un parásito intracelular obligado y por lo tanto necesita
desarrollar su ciclo vital en el interior de la célula. Para ello ha seleccionado
mecanismos que le permiten hacerse con el control de muchos de los procesos celulares
en su propio beneficio. De esta forma es capaz de regular la expresión génica tanto
celular como viral, regulación en la que la proteína NS1 parece desempeñar un papel
fundamental.
1. LA PROTEÍNA NS1: REGULADOR DE LA EXPRESIÓN GÉNICA
CELULAR Y VIRAL DURANTE LA INFECCIÓN.
Ya desde los primeros momentos de la infección el virus pone en marcha
mecanismos que controlan la expresión génica celular y viral. Así, durante la
transcripción viral, la polimerasa del virus actúa directamente sobre los mRNAs
celulares robándoles el cap (Krug et al., 1979), que utiliza como cebador para la síntesis
de los mRNAs virales (Plotch et al., 1981). Aunque de una manera indirecta, éste sería
el primer mecanismo de regulación de la expresión génica celular que el virus pone en
marcha al infectar una célula.
Pero además del mecanismo de cap snatching el virus ha seleccionado otras
estrategias de regulación de la expresión génica celular, que en muchos casos implican
la participación de la proteína NS1. Así, se ha implicado a NS1 en la regulación de los
procesos de splicing (Fortes et al., 1994; Lu et al., 1994), el procesamiento del extremo
3´ de pre-mRNAs (Chen et al., 1999; Nemeroff et al., 1998) y la retención nuclear de
mRNAs poliadenilados (Fortes et al., 1994; Qiu and Krug, 1994).
Por otro lado, durante la infección por el virus de la gripe, la expresión génica
viral está estrechamente regulada tanto espacial como temporalmente. A este respecto la
proteína NS1, con su doble localización en el núcleo y en el citoplasma, desempeña un
papel muy importante en procesos como la transcripción y replicación viral (Falcón et
al., 2004; Marión et al., 1997b), el splicing de los segmentos 7 y 8 (Fortes et al., 1994;
Lamb et al., 1980; Lamb et al., 1981), y el aumento de la traducción específica de
mRNAs virales tardíos (de la Luna et al., 1995; Enami et al., 1994; Falcón et al., 2004;
Hatada et al., 1990).
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1.1. Regulación de los procesos de transcripción y replicación del RNA viral.
A lo largo de los años ha quedado establecido que el cambio de actividad
transcripcional a replicativa tiene lugar a tiempos tempranos de la infección (Barrett et
al., 1979; Hay et al., 1982) y requiere la presencia de NP soluble en el núcleo (Barrett et
al., 1979; Hay et al., 1982; Shapiro and Krug, 1988). También, se sabe que ambos
procesos son llevados a cabo por las RNPs virales (revisado en Elton et al., 2005) y que
tienen lugar en contacto directo con la maquinaria de transcripción celular (Engelhardt
et al., 2005). Sin embargo, todavía no está claro el mecanismo de regulación de ambos
procesos. Trabajos de los años 90 han sugerido una posible función de la proteína NS1
en dicha regulación. Así, existen virus ts con mutaciones en NS1 que presentan
problemas en la transcripción viral. Estas alteraciones pueden ser revertidas por
mutaciones en las subunidades de PA y/o PB2 en la polimerasa viral (Ludwig et al.,
1995; Scholtissek and Spring, 1982). Además, se ha descrito la interacción de NS1 con
las vRNPs, vRNA, la estructura del panhandle y el mRNA viral (Hatada et al., 1997;
Hatada et al., 1992; Marión et al., 1997b). Por otro lado, un virus mutante de deleción
en la proteína NS1 (NS1-81) tiene afectada la replicación de algunos genes virales
(Falcón et al., 2004). Resultados obtenidos en esta Tesis apoyan la idea de que NS1
podría estar involucrado en la modulación de la actividad de la polimerasa viral. Así, los
datos obtenidos con el virus mutante 11C muestran una alteración en la actividad
transcripcional del gen de NA (Figura 33). Estos resultados parecen contradictorios con
los datos derivados del virus mutante NS1-81, ya que en un caso los defectos afectan el
proceso de transcripción y en el otro el de replicación. Sin embargo, estas alteraciones
podrían reflejar problemas de estas proteínas NS1 mutantes en la interacción con las
RNPs o polimerasa virales (Marión et al., 1997b). Muy recientemente se ha
caracterizado un virus mutante puntual en la proteína NS1 que presenta defectos en la
regulación temporal de la síntesis de los vRNA y mRNA de genes tardíos (Min et al.,
2007). Por lo tanto, todos estos datos sugieren que NS1 podría estar implicada no sólo
en el balance entre transcripción y replicación del RNA viral sino también en la
regulación temporal de ambos procesos, aunque se desconoce el mecanismo concreto.
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1.2. ¿Es NS1 un inhibidor general del splicing?
Como ya se ha indicado en la Introducción, los segmentos 7 y 8 del virus sufren
un procesamiento por splicing dando lugar a 3 y 2 mRNAs distintos, respectivamente
(Lamb et al., 1980; Lamb et al., 1981). Esta producción de mRNAs tiene que estar
estrechamente regulada para que el ciclo vital del virus se cumpla correctamente. En
dicha regulación parece jugar un papel importante la proteína NS1.
Durante mucho tiempo ha habido cierta controversia sobre la participación de NS1
en la regulación del proceso de splicing tanto de pre-mRNAs celulares como virales.
Así, algunos autores describieron la presencia de señales en cis en el mRNA de NS1
que inhibían su procesamiento (Nemeroff et al., 1992) sugiriendo que NS1 no participa
en trans en la regulación del splicing de su propio transcrito primario. Apoyando la
hipótesis de que NS1 no regula el procesamiento de intrones virales, un virus carente de
la proteína NS1 (delNS1) no parece mostrar ninguna alteración en la expresión de las
proteínas M1 y M2 (Salvatore et al., 2002). Hay que señalar a este respecto, que en
ningún caso se analizó la acumulación de los mRNAs correspondientes, su transporte
núcleo-citoplásmico, ni su tasa de traducibilidad por lo que es difícil valorar la
significación de dichos resultados en cuanto a la implicación de NS1 en el proceso de
splicing.
Sin embargo, muchos otros estudios sugieren la participación de NS1 no sólo en la
regulación del splicing de pre-mRNAs virales, sino también en la de los celulares. Estos
trabajos han servido para proponer distintos modelos que intentan explicar dicha
regulación. Así, en un primer modelo basado en experimentos in vitro se propuso que la
unión de NS1 a una secuencia específica presente en el U6 snRNA impediría la
formación de los complejos U6-U2 y U6-U4 necesarios para el correcto procesamiento
de los intrones (Lu et al., 1994; Qiu et al., 1995). Según Lu y colaboradores, NS1
inhibiría de manera generalizada el splicing mediante su unión al U6 snRNA, afectando
sólo a los genes celulares y no a los virales (Lu et al., 1994). Uno de los problemas que
presenta este modelo de inhibición generalizada es que no explica las diferencias
inducidas por NS1 sobre el uso preferencial de los sitios de splicing en el proceso de
splicing alternativo (Fortes et al., 1994). Por otro lado, los resultados obtenidos a lo
largo de esta Tesis no son compatibles con dicho modelo ya que en el sistema de
transcripción/replicación utilizado, NS1 inhibe el procesamiento del intrón presente en
el mRNA viral de NS1 (Figura 20 y Tabla 7). Además, se ha observado que dicha
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inhibición es independiente tanto del dominio efector (Figura 20; NS1 81) como de la
capacidad de unión a RNA de NS1 (Figura 20; NS1 R38A/K41A), en contradicción con
lo propuesto en trabajos previos en los que se implicaba a ambos dominios de NS1 en la
regulación del splicing (Lu et al., 1994). Por lo tanto, nuestros resultados van en contra
de lo postulado previamente por otros autores que proponen que NS1 no estaría
implicada en la regulación del splicing de los mRNAs virales.
Más adelante, se sugirió un nuevo modelo en el que la acción inhibitoria de NS1
sobre el splicing sería una consecuencia indirecta de otra de las funciones de NS1, más
concretamente la de inhibición del procesamiento del extremo 3´ de los pre-mRNAs
celulares. La interacción del dominio efector de NS1 con la subunidad 30 kDa de CPSF
impide el correcto corte y poliadenilación de los pre-mRNAs celulares (Nemeroff et al.,
1998). Teniendo en cuenta que el último exón de un pre-mRNA viene definido por la
secuencia poly (A) localizada en el extremo 3´ (Berget, 1995) y que NS1 bloquea la
correcta formación de dicha señal, indirectamente inhibiría el procesamiento del intrón
(Li et al., 2001b). Este modelo explicaría que los mRNAs celulares sufrieran dicha
inhibición mientras que los virales no (Lu et al., 1994), ya que la obtención de la cola
poly (A) de los pre-mRNAs virales tiene lugar por un mecanismo diferente al celular e
implica la copia reiterada de una señal de Us por parte de la polimerasa viral (Poon et
al., 1999). Sin embargo, los resultados obtenidos en esta Tesis tampoco se explican por
este modelo ya que en nuestro sistema, la expresión de NS1 inhibe el splicing de su
propio mRNA (Figura 20 y Tabla 7). Además, un mutante que carece del dominio
efector (NS1 81), incapaz de interaccionar con el factor CPSF, produce la misma
inhibición que la NS1 wt. Por lo tanto, aunque nuestros resultados no permiten excluir
que la inhibición de la formación del extremo 3´ de los pre-mRNAs celulares pueda
afectar de una manera indirecta a su splicing, parece más probable que NS1 actúe
mediante un mecanismo más general que permita la inhibición del splicing tanto de
genes celulares como virales. A este respecto, se ha descrito la interacción de NS1 con
el factor de splicing NS1-BP (Wolff et al., 1998) que podría explicar una inhibición
general. Además, el hecho de que la expresión de NS1 o la infección con el propio virus
induzca cambios en la localización de las snRNPs (Fortes et al., 1995) apoya la
hipótesis de un mecanismo de inhibición más general. La deslocalización durante la
infección de las snRNPs, que son complejos clave para que tenga lugar el splicing,
conduciría a una inhibición del procesamiento de los intrones tanto celulares como
virales. Otro posible mecanismo que además explicaría la modificación en la elección
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de los sitios de splicing alternativo inducido por la expresión de NS1 (Fortes et al.,
1994), implicaría la desregulación del estado de fosforilación de proteínas SR
implicadas en el splicing.
Aún con todos estos datos, todavía hoy, no está claro cuál es el mecanismo
mediante el que NS1 regula el splicing de los pre-mRNAs celulares y virales, aunque
todo parece indicar que requiere de su interacción con componentes de la maquinaria
celular responsable. De esta forma NS1 produciría una inhibición generalizada pero no
total del splicing, permitiendo así que tuviera lugar la maduración de una fracción de los
pre-mRNAs virales derivados de los segmentos M y NS. Independientemente del
mecanismo implicado, parece claro que al menos en el sistema transitorio de
transcripción/replicación de RNPs, la inhibición del splicing del transcrito primario de
NS estaría producida por la región N-terminal de la proteína NS1 y no requeriría de las
interacciones NS1-RNA (Figura 20 y Tabla 7). Para recabar información mecanística
sobre el proceso, Maite Pérez va a realizar experimentos en el sistema de
transcripción/replicación viral utilizando otro tipo de replicones. La expresión del
replicón de M junto con los replicones mutantes de NS permitirá estudiar la implicación
de NS1 en la regulación no sólo del splicing del segmento M, sino también en la
selección del sitio de splicing alternativo. Además, el estudio de replicones de genes
pseudovirales con intrones de diversa naturaleza permitirá profundizar en el mecanismo
de acción de NS1 en el proceso de splicing.
1.3. ¿Bloquea NS1 el transporte núcleo-citoplásmico de mRNAs celulares y
virales?
Otra de las funciones nucleares que se le asigna a NS1 en relación con la
modulación de la expresión génica celular, es el bloqueo que induce en el transporte
núcleo-citosólico de los mRNAs celulares. Como ya se ha indicado en la Introducción,
la simple expresión de NS1 a partir de su cDNA es suficiente para inhibir el transporte
núcleo-citosólico de los mRNAs celulares (Fortes et al., 1994; Qian et al., 1994; Qiu
and Krug, 1994). Uno de los primeros modelos propuestos para explicar dicho bloqueo
hacía referencia a la capacidad que tiene NS1 de unir secuencias poly (A) (Qiu and
Krug, 1994) provocando así la retención de los mismos. Sin embargo, si éste fuera el
mecanismo de acción, no está claro cómo NS1 u otro factor viral, selecciona la
retención de los mRNAs celulares frente a los virales, ya que estos últimos se
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transportan muy eficazmente al citoplasma durante la infección (Shapiro et al., 1987).
Una posibilidad sería que NS1 reconociera de manera diferencial las secuencias poly
(A) generadas por la acción de la polimerasa viral frente a las generadas por la PAP
celular, aunque es más probable que la presencia de la polimerasa en el extremo 5´ UTR
del mRNA viral sea el responsable de su normal transporte a través de la membrana
nuclear (véase más adelante).
El virus de la gripe, por medio de NS1, es capaz de regular la expresión génica
celular a otro nivel de la maduración de los mRNAs. Este mecanismo tiene que ver con
la capacidad que presenta NS1 de interaccionar con la subunidad 30 kDa del factor
celular CPSF (Nemeroff et al., 1998), implicado en el procesamiento del extremo 3´ de
pre-mRNAs celulares. Su interacción directa tiene lugar a través del dominio efector de
NS1, siendo éste suficiente para llevar a cabo su función inhibitoria. La interacción de
NS1 con el factor CPSF impide la correcta síntesis de la cola poly (A) de los pre-
mRNAs celulares. Como consecuencia de ello los pre-mRNAs no finalizan su
maduración, se inhibe su transporte al citoplasma y son degradados en el interior del
núcleo. Por lo tanto, este mecanismo permitiría inhibir la expresión de genes celulares
sin afectar a la de los virales. Pero además, se ha descrito la inhibición que NS1 ejerce
sobre la función de PABPII mediante su interacción directa (Chen et al., 1999). Esta
interacción produciría el bloqueo en el transporte de cualquier mRNA que hubiera
escapado a la acción de NS1 sobre la inhibición en la formación del extremo 3´. Este
modelo propone que la exportación de los mRNAs virales no estaría afectada debido a
que su cola poly (A) se produce por la polimerasa viral en un mecanismo diferente al de
corte y poliadenilación de los mRNAs celulares (Poon et al., 1999). Sin embargo, existe
otra posibilidad que explicaría la retención de los mRNAs celulares en el núcleo. Este
modelo se basa en la conexión física y funcional de los procesos de transcripción,
splicing, procesamiento del extremo 3´ y transporte de los mRNAs celulares (Steinmetz,
1997; Stutz and Izaurralde, 2003). Si NS1 además de afectar al procesamiento del
extremo 3´ como ya se ha comentado anteriormente, produjera un desacoplamiento
entre dichos procesos podría bloquear de manera indirecta el transporte de los mRNAs
celulares. Además, recientemente se ha descrito la interacción de NS1 con componentes
de la vía de exportación de mRNAs TAP/p15 (Satterly et al., 2007b) que explicaría el
bloqueo en el transporte de mRNAs celulares que han sufrido un procesamiento de sus
intrones (que constituye la gran mayoría de los mRNAs celulares). Los resultados
obtenidos por Satterly y colaboradores están en desacuerdo con el modelo basado en la
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inhibición del factor CPSF, ya que la sobreexpresión de factores de la vía de
exportación TAP/p15 es capaz de revertir el fenotipo de bloqueo inducido por NS1. Si
el modelo de CPSF fuera correcto, el hecho de sobreexpresar factores de la vía TAP/p15
no debería de revertir el fenotipo ya que los pre-mRNAs seguirían sufriendo la
inhibición en su maduración y por lo tanto, su retención nuclear. Este último estudio
publicado recientemente aumenta aún más las dudas sobre cuál es el mecanismo que
explica la inhibición producida por NS1 sobre el transporte de los mRNAs celulares.
Por otra parte, los resultados obtenidos en el sistema de reconstitución de RNPs a
lo largo de esta Tesis, indican que existe un bloqueo en el transporte de mRNAs virales,
al menos del mRNA de NS1. Así, la expresión de NS1 a partir del replicón NS produce
el bloqueo preferencial del mRNA de NS1, que no ha sufrido splicing, en comparación
con el de NEP, que sí ha sido procesado. Además, los resultados obtenidos a partir del
replicón NS R38A/K41A sugieren que la actividad de unión a RNA es necesaria para
dicho bloqueo (Figura 21 y Tabla 8). Estos resultados apuntan a que además del
Figura 40. Modelo de regulación de los procesos de splicing y transporte de mRNAs
virales por parte de NS1. Con flechas azules se muestran los procesos favorecidos mientras
que con las rojas y discontinuas se indican los pasos inhibidos o afectados. Panel A. Esquema
de los procesos en ausencia de la proteína NS1. Panel B. Esquema en presencia de la proteína
NS1 wt. Panel C. Esquema en presencia de la proteína NS1 mutante en la unión a RNA.
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bloqueo en la exportación de mRNAs celulares que han sufrido splicing, ya sea por
inhibición del procesamiento de los extremos 3´ (Nemeroff et al., 1998) o bien por la
acción sobre la vía de exportación TAP/p15 (Satterly et al., 2007b), NS1 bloquea la
exportación de su propio mRNA viral, que no ha sufrido splicing, por un mecanismo
que implica la unión a RNA. Se desconoce hasta el momento el mecanismo responsable
de esta retención nuclear, aunque recientemente se ha descrito que la exportación
nuclear de algunos mRNAs virales, incluido el de NS1, requiere su asociación a la
maquinaria de transcripción celular (Amorim et al., 2007). Así, una vez que tiene lugar
el cap snatching, NS1 podría actuar promoviendo el desacoplamiento físico y funcional
entre la transcripción viral y el complejo de la RNA PolII celular. Este hecho interferiría
en la asociación de las proteínas shuttling hnRNPs sobre los transcritos virales,
bloqueando así su transporte. Esta interferencia no tendría lugar en el mRNA de NEP,
que sí sufre splicing, porque éste se asociaría a la vía de exportación comúnmente
utilizada por los mRNAs que han sufrido un procesamiento y que depende del complejo
EJC/TAP-p15 (Stutz and Izaurralde, 2003).
Figura 40. Modelo de regulación de los procesos de splicing y transporte de mRNAs
virales por parte de NS1. Con flechas azules se muestran los procesos favorecidos mientras
que con las rojas y discontinuas se indican los pasos inhibidos o afectados. Panel A. Esquema
de los procesos en ausencia de la proteína NS1. Panel B. Esquema en presencia de la proteína
NS1 wt. Panel C. Esquema en presencia de la proteína NS1 mutante en la unión a RNA.
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La retención nuclear del mRNA de NS1 podría suponer un mecanismo para
aumentar las posibilidades de este transcrito primario de formar un complejo de splicing
en el contexto general de inhibición de splicing descrito anteriormente. Una completa
inhibición del procesamiento del transcrito colineal de NS resultaría fatal para la
infección ya que no se sintetizaría proteína NEP alguna, por lo que el virus habría tenido
que seleccionar un mecanismo de escape para impedir el bloqueo completo del splicing
de los mRNAs virales. Esta hipótesis es compatible con los fenotipos observados en el
análisis genético realizado con los mutantes. Cuando no se expresa la proteína NS1
(delNS1), no se produce ninguna inhibición del splicing y tiene lugar una correcta
exportación de los mRNAs tanto de NEP como de NS1 (Figura 40; panel A). Si la
proteína NS1 está presente, tiene lugar tanto la inhibición del splicing como del
transporte del mRNA de NS1 (Figura 40; panel B). Sin embargo, cuando se expresa un
mutante en el dominio de unión a RNA de NS1 (NS1 R38A/K41A) la inhibición en el
splicing se mantiene pero se elimina el bloqueo en la exportación debido a que no tiene
lugar el reconocimiento del RNA y permite una eficiente exportación del transcrito
primario de NS (Figura 40; panel C).
Figura 40. Modelo de regulación de los procesos de splicing y transporte de mRNAs
virales por parte de NS1. Con flechas azules se muestran los procesos favorecidos mientras
que con las rojas y discontinuas se indican los pasos inhibidos o afectados. Panel A. Esquema
de los procesos en ausencia de la proteína NS1. Panel B. Esquema en presencia de la proteína
NS1 wt. Panel C. Esquema en presencia de la proteína NS1 mutante en la unión a RNA.
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Por lo tanto, los resultados obtenidos en el sistema de reconstitución de RNPs
indican que además de la inhibición del procesamiento y transporte de los mRNAs
celulares descrita años atrás, NS1 regula también el splicing y el transporte núcleo
citosólico de su propio transcrito colineal. Estos resultados implicarían que la inhibición
del splicing y exportación nuclear tiene lugar por distintos mecanismos y al menos
diferentes en parte a los que NS1 utiliza para alterar el metabolismo de los mRNAs
celulares.
1.4. La proteína NS1 estimula la traducción de mRNAs virales.
Una vez que los mRNAs virales han sido transportados al citoplasma tiene lugar
su traducción, siendo este el último proceso importante en la regulación génica tanto
celular como viral en el que podría participar la proteína NS1. Como ya se ha indicado
varias veces a lo largo de esta Tesis, los mRNAs virales resultan estructuralmente
indistinguibles de los mRNAs celulares y sin embargo son traducidos muy eficazmente
en comparación con los celulares. Por lo tanto, el virus ha tenido que seleccionar algún
mecanismo que le permita diferenciar lo propio de lo celular. Parece ser que NS1 no
estaría involucrada en dicha selección, ya que el virus delNS1 presenta una traducción
normal de sus mRNAs en células deficientes en la respuesta mediada por interferón
(García-Sastre et al., 1998). Recientemente, se ha propuesto que la polimerasa viral
podría desempeñar dicha función (I. Burgui, enviado a publicación) y que NS1
simplemente ayudaría en la estimulación siendo prescindible para la selección previa.
Distintos trabajos han demostrado que los mRNAs celulares citoplasmáticos son
degradados rápidamente durante la infección (Beloso et al., 1992; Inglis, 1982), aunque
se desconoce el mecanismo concreto. Además, la síntesis de proteínas celulares se
inhibe como consecuencia de la infección, en lo que se conoce como shut off celular. Se
ha demostrado que la proteína NS1 no es la responsable de dicho fenómeno ya que un
virus carente de la proteína NS1 (delNS1) es capaz de inhibir la síntesis de proteínas
celulares de la misma forma que lo hace el virus wt (Salvatore et al., 2002). De todas
formas, parece ser que NS1 está involucrada en el aumento traduccional de los mRNAs
virales, más concretamente, estimulando el nivel de iniciación de los mismos (de la
Luna et al., 1995; Enami et al., 1994). Así, se ha propuesto que NS1, gracias a su
interacción con los factores celulares eIF4GI (Aragón et al., 2000) y PABPI (Burgui et
al., 2003) y con el 5´ UTR de los mRNAs virales (Garfinkel and Katze, 1993; Park and
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Katze, 1995), podría estimular la reiniciación. De experimentos con virus ts se ha
propuesto que dicha estimulación tendría lugar sobre todo en genes tardíos (Hatada et
al., 1990) quizás debido a la localización citoplasmática de NS1 a tiempos tardíos de la
infección. Apoyando dicha propuesta se ha observado que virus ts con mutaciones de
deleción en la proteína NS1 presentan defectos en la síntesis y acumulación de proteínas
virales tardías (Falcón et al., 2004). Los resultados obtenidos a lo largo de esta Tesis
con el virus mutante 11C, confirman la implicación de NS1 en la estimulación de la
traducción de los mRNAs virales. Aunque la síntesis (Figuras 25 y 30) y acumulación
(Figuras 26 y 30) de las proteínas M1, M2 y sobre todo NA está afectada, la expresión
de HA es completamente normal (Figura 28). Estos resultados indican que habría una
regulación específica de secuencia por parte de NS1 en cuanto a su función en la
estimulación de la traducción.
Por otra parte, las interacciones descritas entre NS1 y la polimerasa viral (Marión
et al., 1997b), NS1 y la proteína hStaufen (Falcón et al., 1999), así como la
colocalización citoplasmática descrita entre hStaufen y la polimerasa y/o RNPs virales
(resultados no publicados del laboratorio), hacen posible sugerir un modelo en el que
los tres factores estén implicados en la traducción preferencial de los mRNAs virales
frente a los celulares. No hay que olvidar que una de las funciones asignadas a hStaufen
es la de transportar mRNAs específicos para que se traduzcan en el momento y lugar
adecuados. Así, el virus podría poner en marcha un mecanismo de regulación de la
expresión génica basado en la interacción de NS1 con la proteína hStaufen y su
implicación en la traducción.
2. ¿PUEDE NS1 PARTICIPAR DE MANERA ACTIVA EN LA
MORFOGÉNESIS VIRAL SIENDO UNA PROTEÍNA NO ESTRUCTURAL?
Una vez que la replicación del RNA y la expresión génica virales han tenido lugar,
y para completar el ciclo vital del virus, se pone en marcha el proceso de morfogénesis
viral. Para ello las RNPs progenie deben de exportarse desde el núcleo hacia el
citoplasma. Una vez allí, son transportadas hacia la membrana celular donde tiene lugar
la encapsidación de las mismas y la formación y liberación de los nuevos viriones. Al
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igual que todos los procesos anteriores, la morfogénesis tiene que estar muy bien
regulada.
Analizando cada paso del proceso de morfogénesis, hasta el momento se sabía que
las proteínas NEP y M1 son factores virales clave para el transporte de las vRNPs
progenie a través del poro nuclear (Elton et al., 2001; Martin and Helenius, 1991;
O'Neill et al., 1998). Una vez en el citoplasma parece que las RNPs son transportadas a
través de microfilamentos de actina (Avalos et al., 1997) hasta la membrana celular. Se
ha descrito que el empaquetamiento de las 8 RNPs tiene lugar mediante un mecanismo
preciso y ordenado en el que están involucradas secuencias presentes en la región
codificante de cada segmento de RNA viral (Fujii et al., 2005; Fujii et al., 2003; Liang
et al., 2005; Muramoto et al., 2006; Noda et al., 2006; Watanabe et al., 2003). Sin
embargo, se desconoce si existe una participación de factores proteicos celulares y/o
virales en todos estos procesos.
Los resultados obtenidos a partir del análisis fenotípico del virus mutante 11C
sugieren una posible implicación de la proteína NS1 en algunos de los pasos de la
Figura 41. Modelo del transporte de las RNPs hacia la membrana plasmática e
implicación de NS1 y hStaufen. Se muestran esquemáticamente los factores que podrían
intervenir en el transporte a través de los microfilamentos de actina. Panel A. Esquema del
transporte de RNPs aisladas. Panel B. Esquema del transporte de complejos de 8 RNPs.
Discusión 125
morfogénesis viral. Por una parte, el fenotipo más dramático observado con el virus 11C
fue el bloqueo casi total de la producción de partículas virales (Figura 37) aunque la
expresión génica viral estaba sólo ligeramente afectada. Este resultado correlacionaba
con la observación de que la función de NS1 alterada era requerida en una etapa tardía
de la infección tal y como mostraban los experimentos de shift up/shift down (Figura
35). Así, la síntesis y acumulación de NP (Figuras 25 y 26) y la exportación de las
RNPs (Figura 36) era correcta a temperatura restrictiva. Estos resultados sugieren que
NS1 no estaría implicada en el transporte núcleo-citoplásmico de las RNPs y que por lo
tanto, el proceso afectado por NS1 sería temporalmente posterior.
El defecto en la expresión de NA podría contribuir al fenotipo ts del virus 11C.
Por una parte, se había propuesto que las colas citoplasmáticas de HA y NA podrían
desempeñar un papel importante en la formación de viriones (revisado en Colman,
1989). Así, un defecto en la expresión de cualquiera de ellas podría derivar en
problemas en la producción de partículas virales. Sin embargo, estudios posteriores
sugirieron que ni la cola citoplasmática de HA ni la de NA son esenciales para la
Figura 41. Modelo del transporte de las RNPs hacia la membrana plasmática e
implicación de NS1 y hStaufen. Se muestran esquemáticamente los factores que podrían
intervenir en el transporte a través de los microfilamentos de actina. Panel A. Esquema del
transporte de RNPs aisladas. Panel B. Esquema del transporte de complejos de 8 RNPs.
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morfogénesis (Garcia-Sastre and Palease, 1995; Jin et al., 1997; Mitnaul et al., 1996).
Por otra parte, la disminución en la expresión de NA observada en el virus mutante 11C
podría afectar a la liberación de las partículas virales. Sin embargo, el hecho de que el
título viral no pudiera ser rescatado con la adición de NA bacteriana al medio de cultivo
(Tabla 10), indica que el fenotipo ts observado no es solamente debido a problemas en
la expresión de NA y sugiere que la proteína NS1 está implicada en un evento tardío en
la morfogénesis de las partículas virales. Dicho evento tendría lugar antes de la
liberación de los viriones pero después de la exportación de las RNPs desde el núcleo al
citoplasma. Por lo tanto, NS1 estaría implicada en el transporte de las RNPs hacia la
membrana plasmática, en la encapsidación para formar los nuevos viriones o en ambas
etapas.
En cuanto al transporte de las RNPs hacia la membrana plasmática, no se puede
excluir que NS1 pudiera estar involucrada en ello. Hay que tener en cuenta por una
parte, que NS1 interacciona con la proteína celular hStaufen en el citoplasma (Falcón et
al., 1999) y que se ha encontrado localizada a hStaufen en grandes gránulos
citoplasmáticos que contienen tanto proteínas del citoesqueleto como proteínas motoras,
entre otras (Villacé et al., 2004). Además, se ha observado una colocalización entre
hStaufen y las RNPs en el citoplasma durante la infección (datos no publicados del
laboratorio). Todos estos datos permiten proponer un modelo en el que tanto NS1 como
hStaufen podrían estar implicadas en el transporte de las RNPs hacia la membrana
celular a través de los microfilamentos de actina, aunque no hay datos que lo confirmen
(Figura 41; paneles A y B).
Por otro lado, evidencias recientes indican que la incorporación de las RNPs en los
viriones es específica y que secuencias localizadas en la región codificante desempeñan
un papel muy importante en dicho empaquetamiento (Fujii et al., 2005; Fujii et al.,
2003; Liang et al., 2005; Muramoto et al., 2006; Watanabe et al., 2003). El fenotipo
observado con el virus mutante 11C es compatible con una posible función de NS1 en el
proceso de empaquetamiento. Esta posibilidad está apoyada por la interacción descrita
entre NS1 y las RNPs virales durante la infección (Marión et al., 1997b). De hecho, la
implicación de proteínas con capacidad de unión a RNA en el empaquetamiento de
genomas con múltiples componentes de RNA ya se ha descrito previamente en la
formación de viriones de HIV-1 (Chatel-Chaix et al., 2004; Mouland et al., 2000). En
este sistema, la asociación del RNA genómico viral con la proteína viral Gag y la
proteína celular hStaufen es importante para la producción de virus infeccioso. En este
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sentido, hay que recordar la asociación entre NS1 y la proteína hStaufen (Falcón et al.,
1999; Marión et al., 1999), por lo que podría proponerse un mecanismo similar al
observado con el virus HIV-1. En dicho modelo NS1 podría hacer de nexo entre la
proteína hStaufen y las RNPs de tal forma que podría dirigir la selección y
empaquetamiento del conjunto de 8 RNPs que se incorporan en el virión. No se sabe si
las 8 RNPs que se encapsidan formando el virión son transportadas hacia la membrana
en forma de un complejo de RNPs (Figura 41; panel B) o si son seleccionadas en las
proximidades de la membrana plasmática. Independientemente del mecanismo, este
modelo podría explicar ambas posibilidades. No hay que olvidar que NS1 es una
proteína no estructural por lo que, una vez seleccionado el conjunto de 8 RNPs tendría
que liberarse de dicha unión y permitir que tuviera lugar el empaquetamiento.
Recientemente se ha descrito que un virus mutante en la subunidad PA de la
polimerasa presenta un defecto en la formación de partículas virales (Regan et al., 2006)
Figura 42. Modelo de empaquetamiento de las RNPs en la morfogénesis viral. Se
muestran dos variables del mismo modelo en los que participarían las proteínas NS1 y
hStaufen. A. Variable en la que ni NS1 ni hStaufen se incorporarían en el virión. B. Variable
en la que hStaufen se incorporaría en el virión de manera similar a como lo hace en la
morfogénesis de HIV-1.
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similar al observado con el mutante 11C. Este fenotipo sería compatible con el modelo
propuesto en el que la unión de NS1 a las RNPs, por ejemplo vía polimerasa viral,
dirigiría el empaquetamiento de las mismas. Por lo tanto, mutaciones en PA o NS1
podrían debilitar dicha interacción que conduciría a defectos en la formación de la
progenie viral.
Por último, no se puede descartar formalmente que el fenotipo observado en el
virus mutante 11C venga dado en cis por las mutaciones presentes en el vRNA de NS, y
no en trans. Sin embargo, sería poco probable que fuera así, ya que las 3 mutaciones
presentes en el gen NS del virus 11C dan lugar a cambios de aminoácido en la proteína
NS1 y además dichos mutaciones se localizan fuera de las señales de empaquetamiento
descritas para el gen NS (Fujii et al., 2005).
3. LA PROTEÍNA NS1 ESTÁ IMPLICADA EN LA PATOGÉNESIS Y
VIRULENCIA DURANTE LA INFECCIÓN.
En los últimos años son muchos los trabajos que se han realizado en torno a la
relación entre NS1 y la patogénesis viral durante la infección, tanto a nivel celular como
a nivel de organismo. Además, debido a los últimos brotes de gripe causados por la cepa
H5N1, se están poniendo muchos esfuerzos en el estudio tanto de la virulencia y
patogénesis viral como de los factores implicados en ellas.
Distintos trabajos han demostrado la implicación de NS1 como factor de
virulencia durante la infección. Así, virus mutantes en la proteína NS1 presentan un
fenotipo atenuado tanto en su crecimiento en células en cultivo como en infecciones en
modelos animales (Bergmann et al., 2000; Cauthen et al., 2007; Donelan et al., 2003;
Egorov et al., 1998; Falcón et al., 2005; García-Sastre et al., 1998; Hayman et al., 2007;
Hayman et al., 2006; Solorzano et al., 2005). Sin embargo, hay cierta discrepancia
acerca de los mecanismos a través de los cuales NS1 participa en la patogénesis viral.
Por una parte, se ha propuesto que la modulación de la virulencia producida por NS1 es
una consecuencia indirecta de la acción de NS1 sobre la expresión génica celular. De
esta forma, NS1 evitaría la expresión de genes constitutivos pero también, la de todos
los genes que se inducen como respuesta a la infección. Por lo tanto, la inhibición de los
procesos de corte y poliadenilación y splicing, así como la retención nuclear de mRNAs
Discusión 129
celulares inducido por NS1 directamente en la célula infectada, evitaría la expresión de
genes involucrados tanto en el sistema de interferón como en las cascadas de
señalización de apoptosis. Apoyando esta hipótesis se ha descrito la colocalización de la
proteína NS1 en los PMLs (Sato et al., 2003) y la disgregación de los mismos a lo largo
de la infección (I. Salanueva, datos no publicados). Los PML NBs (PML nuclear
bodies) son unas estructuras subnucleares en las que tiene lugar la expresión de genes
relacionados con la respuesta a interferón. Por lo tanto, la localización de NS1 en los
PMLs y su disgregación sugieren un mecanismo indirecto de interferencia en el sistema
del interferón.
Por otro lado, se ha propuesto otro modelo basado en la interacción directa entre
NS1 y componentes del sistema de defensa celular innato. Apoyando esta hipótesis se
han caracterizado las interacciones de NS1 con factores celulares como PKR (Min et al.,
2007; Tan and Katze, 1998), RIG-I (Mibayashi et al., 2007; Pichlmair et al., 2006), y la
subunidad p85 de PI3K (Hale et al., 2006; Shin et al., 2007). Además, se ha descrito
que NS1 controla la activación de algunas de las cascadas de señalización como la de
JNK/c-Jun (Kujime et al., 2000; Ludwig et al., 2002; Schultz-Cherry et al., 1998;
Schultz Cherry et al., 2001) y PI3K (Hale et al., 2006; Shin et al., 2007). La activación
de estas dos cascadas induce la entrada en apoptosis de las células, por lo que se ha
sugerido que la acción inhibitoria de NS1 sobre la activación de dichas cascadas
produciría una respuesta anti-apoptótica beneficiosa desde el punto de vista viral, que
permitiría la progresión de la infección. En cuanto a la inhibición de la activación de
PKR está claro que constituye un factor de virulencia muy importante durante la
infección, ya que de esta forma el virus mantiene activa la maquinaria traduccional
celular que necesita para la síntesis de las proteínas virales. Muy recientemente se ha
implicado a los residuos 123 a 127 de NS1 en el control de la activación de PKR (Min
et al., 2007). A este respecto, parece que las mutaciones V18A/R44K/S195P presentes
en la proteína NS1 del virus 11C no serían las responsables de su función en
contrarrestar la respuesta a interferón, ya que en las células Vero se mantiene, al menos
parcialmente, el fenotipo ts del virus (Tabla 9).
Finalmente, existe cierta discrepancia en cuanto a la relevancia funcional de la
interacción descrita entre NS1 y RIG-I, así como de la importancia de la activación de
RIG-I durante la infección. En primer lugar, se ha propuesto que RIG-I se activaría por
medio de su interacción con dsRNA producido como consecuencia de la replicación
viral (Kato et al., 2006). Sin embargo, un trabajo reciente pone en duda la presencia de
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dsRNA durante la infección por gripe, sugiriendo que en este caso la activación de RIG-
I vendría dada por su interacción con ssRNA con extremos 5´ trifosfato o lo que es lo
mismo por los extremos del vRNA (Pichlmair et al., 2006). Aunque durante la infección
por gripe se sintetiza una gran cantidad de vRNA, éste siempre está en forma de vRNPs
y sus extremos originan una estructura en panhandle que se encuentra cubierta por la
polimerasa viral. Por lo tanto, se hace muy difícil pensar en la activación de RIG-I
mediante este mecanismo. Aún así, cabría la posibilidad de que durante la replicación
viral tuvieran lugar errores que liberaran moléculas de ssRNA con extremos 5´
trifosfato. Aún en esa situación anómala, esas moléculas se encontrarían físicamente en
el núcleo, alejadas de la localización citoplasmática habitual de RIG-I. Sin embargo,
experimentos de sobreexpresión (Guo et al., 2006) o silenciamiento (Opitz et al., 2006)
del factor RIG-I durante la infección con gripe indican una implicación de dicho factor
en el control de la patogenicidad viral. Todas estas contradicciones hacen muy difícil
valorar la importancia de RIG-I en el control de la infección por gripe.
De todos los estudios realizados al respecto parece un hecho que NS1 constituye
un factor de virulencia clave durante la infección. Sin embargo, no está nada claro si es
por acción directa, como consecuencia de la regulación de la expresión génica celular o
si por el contrario es la suma de ambos mecanismos. La limitación más importante que
ha dificultado su estudio, y por tanto el esclarecimiento de dicho dilema, es que hasta el
momento no se han encontrado virus mutantes en NS1 que simplemente tengan
afectado bien su función en la regulación de la expresión génica celular o su función
como antagonista del sistema interferón y cascadas asociadas. Con el objetivo de aclarar
esta cuestión en el laboratorio se está comenzando un proyecto que pretende generar
una batería de virus mutantes en la función de control de la respuesta a interferón. De
esta forma, además de poder valorar la implicación de NS1 en dicha función en un
modelo de infección, se podrá abordar un análisis genético del mismo.
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4. NS1: UN ENIGMA DENTRO DE LA INFECCIÓN POR EL VIRUS DE LA
GRIPE
Poniendo en perspectiva todo lo analizado hasta el momento hay una pregunta
muy importante que queda en el aire, sin contestar y que constituye el enigma de NS1:
¿cómo es posible que NS1 esté implicada en funciones tan diversas y al mismo tiempo
sea una proteína prescindible en la infección?
Como ya he comentado anteriormente, esta es la pregunta que nos hacemos todos
los que trabajamos en NS1 y que esperemos que en un futuro, quizás en otra Tesis






1.- Se ha establecido un sistema de transcripción/replicación viral
transitorio que permite el estudio de la acumulación de los mRNAs de
NS1 y NEP así como su transporte núcleo-citosólico.
2.- La proteína NS1 inhibe el splicing de los transcritos derivados de
su propio segmento. Para ello es necesaria la región N-terminal pero
no la actividad de unión a RNA.
3.- La proteína NS1 bloquea el transporte núcleo-citosólico de su
propio mRNA de una manera dependiente de su actividad de unión a
RNA.
4.- El virus mutante 11C presenta una retención nuclear de la proteína
NS1 independientemente de la temperatura.
5.- La expresión de la proteína neuraminidasa está fuertemente
afectada en las células infectadas por el virus mutante 11C a
temperatura restrictiva.
6.- La función de NS1 afectada en el mutante 11C se requiere a
tiempos tardíos de la infección.
7.- La producción de partículas virales a temperatura restrictiva en
células infectadas por el virus mutante 11C se encuentra fuertemente
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